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INTRODUCCION



1.- GENERALIDADES DEL CEREBELO

1.1 Caracteristicas Anatomicas.

El cerebelo es el componente mas desarrollado del
rombencéfalo, localizandose en la fosa posterior, tras la
membrana tectoria y sobre el tronco del encéfalo, formando el
techo del IV ventriculo. Se conecta con el tronco del encéfalo
y con el resto del cerebro a través de los pedunculos
cerebelosos superior, medio e inferior. Consta de 2
hemisferios cerebelosos unidos entre si por una zona central
denominada vermis cerebeloso. Su superficie esta
profundamente plegada constituyendo los surcos. Estos, a su
vez, subdividen el cerebelo en dos mitades: superior e inferior
y delimitan las subdivisiones, lobulos anterior, posterior y
floculonodular dentro de cada hemisferio. Los surcos y los
lébulos se forman pronto en el desarrollo embrionario del
cerebelo y tienen un marcado significado funcional. El 16bulo
floculonodular es el primero en constituirse y esta
relacionado principalmente con el equilibrio, encontrandose
separado del resto del cerebelo por el surco posteroexterno. El
lobulo anterior, localizado rostralmente al surco primario, se
relaciona con la propiocepcion (sentido de la posicion),
mientras que el resto del cerebelo tiene que ver con complejos
procesos de control motor automatico (Williams y Warwick,

1985).



1.2 Caracteristicas Histologicas.

El cerebelo tiene una estructura semejante a la de los
hemisferios cerebrales: la corteza cerebelosa (sustancia gris)
forma laminas (pliegues) y laminillas en la superficie y rodea
a la sustancia blanca, dentro de la cual se localizan los
nucleos cerebelosos profundos (dentado, emboliforme,

globoso y fastigial) (Ghez y Thach, 2000).

Los elementos celulares mas destacados de la corteza
cerebelosa son las neuronas (Purkinje, granulares, Lugaro, en
cesta, estrelladas y Golgi - II), los astrocitos (astroglia
protoplasmica y glia de Von Bergmann y Fananas) y la

microglia (Diaz-Flores y cols., 1977).

Las neuronas corticales cerebelosas se desarrollan en
diferentes fases evolutivas. Las células de Purkinje se
constituyen entre los dias 14 -16 de la gestacion, en el caso
de la rata; en el momento del nacimiento se forma un estrato
de aproximadamente 6 células de espesor que se transforman

en una sola capa entre los 3 - 4 dias postnatal.

Por otro lado las células granulares se forman, en la fase
embrionaria, a partir de la capa germinal externa, entre los

dias 7 — 15 con un pico maximo entre los dias 10 — 11 para,



posteriormente, migrar de la capa germinal externa, a la capa

granular interna, tras el nacimiento.

Las hormonas tiroideas influyen en su desarrollo in vivo,
mientras que el hipotiroidismo, en ratas, reduce su
proliferacion y migracion; por otro lado, el hipertiroidismo
causa maduracion prematura de estas neuronas y un
incremento en la muerte celular (Burgoyne y Cambray-

Deakin, 1988; Benjamin y cols., 1988)

Las interneuronas de la capa molecular, en cesta y
estrelladas se forman entre los dias 6 — 7 del desarrollo
embrionario, y las granulares, Golgi — II se forman entre y
10 - 11 de vida intrauterina, derivando de precursores
localizados en las cercanias del IV ventriculo, los cuales
migran a través de la sustancia blanca hacia la corteza

cerebelosa (Zhang y Goldman, 1996).

La corteza cerebelosa esta constituida por 3 capas celulares:
la mas externa, plexiforme o molecular, es de naturaleza
sinaptica fundamentalmente y contiene las neuronas
estrelladas de axon corto y largo, las neuronas en cesta y las
de Lugaro, adyacentes a las de Purkinje. La capa media se
compone de las neuronas gigantes de Purkinje, cuyas

dendritas se ramifican profusamente en la capa molecular y



cuyo axon atraviesa la capa de los granos y entra en la

sustancia blanca.

La capa de los granos o granular es la mas interna y esta
densamente poblada por las neuronas granulares (granos del
cerebelo), de pequeno tamano que tienen como
neurotransmisor en sus axones (las fibras paralelas) el
glutamato (Fonnum y cols. 1970; Ottersen, 1993), y por
neuronas de Golgi — II, mas grandes pero mucho menos
numerosas, con GABA y glicina como neurotransmisores

(Wilkin y cols., 1981, Delgado-Garcia, 2001).

En la década de los anos 90 del siglo XX, Mugnaini y Floris
(1994) y Mugnaini y cols. (1997), describieron un nuevo tipo
celular en la capa granular, denominado célula en cepillo
(brush cell), cuyas conexiones y significado estan en estudio
(Alvarez-Vicente y cols., 2004). Respecto al componente glial
destacan los astrocitos protoplasmicos, en las capas
molecular y granular, y la neuroglia de Von Bergmann y
Fananas, con sus tipicas imagenes en candelabro, en
vecindad a las neuronas de Purkinje (Williams y Warwick,

1985).

La sustancia blanca adopta un patron organizativo similar a
un arbol de ramificacion repetida, denominandosele "darbol de

la vida" (Williams y Warwick, 1985). El componente celular



consta fundamentalmente de elementos gliales: astrocitos
fibrosos y los oligodendrocitos que forman la vaina de
mielina. Asimismo podemos localizar 3 tipos de fibras en la
sustancia blanca: intrinsecas, aferentes y eferentes. Las
intrinsecas conectan areas diferentes del mismo hemisferio o
el mismo area en ambos hemisferios. Las aferentes y
eferentes conectan el cerebelo con otras partes del Sistema

Nervioso Central.

Sus fibras se reunen en 3 haces en cada hemisferio,
denominados pedunculos superior, medio e inferior (Williams

y Warwick, 1985).

Las fibras aferentes forman la mayor parte de la sustancia
blanca. Entran por los pedunculos cerebelosos medio en
inferior y terminan en la corteza cerebelosa, teniendo muchas
de ellas conexiones colaterales en los nucleos profundos. Una
gran proporcion de estas fibras aferentes terminan como
fibras musgosas en la capa granular. Estas fibras musgosas
tienen terminales bulbosos o varicosos que hacen contactos
sinapticos con las prolongaciones digitiformes de las
dendritas de los granos, siendo glutamaérgicas en lo que
respecta a la composicion quimica del neurotransmisor
(Fonnum y cols. 1970; Ottersen, 1993, Diaz-Flores, 1977). A
continuacion el ax6n granular asciende hasta la capa
molecular, se bifurca en forma de T, constituye la fibra

paralela y establece sinapsis con las espinas de las dendritas



mas altas y finas de las neuronas de Purkinje. Finalmente el
axon de la neurona de Purkinje entra en la sustancia blanca
siendo este elemento la unica eferencia cortical cerebelosa

(Diaz-Flores, 1977).

Una menor proporcion de fibras aferentes lo constituyen las
fibras trepadoras, cuyo origen esta localizado en la oliva
inferior. Los contactos sinapticos de estas fibras trepadoras
(neurotransmisor glutamato) son realizados con las espinas
de las ramas dendriticas gruesas de las neuronas de

Purkinje.

Al igual que en el caso de las fibras musgosas la eferencia de
la corteza cerebelosa es el axon de la neurona de Purkinje

(Diaz-Flores, 1977, Williams y Warwick, 1985).

Como ya hemos indicado, las neuronas de Purkinje son las
células productoras o eferentes de la corteza cerebelosa,
teniendo como neurotransmisor al acido - y - aminobutirico
(GABA) (Fonnum y cols. 1970; Ottersen, 1993). Con
excepcion de wuna minoria localizada en el Ilobulo
floculonodular, sus axones no abandonan el cerebelo, sino
que se proyectan hacia los nucleos cerebelosos profundos. En
estos nucleos nacen la mayoria de las eferencias cerebelosas.

Los axones del grupo minoritario de neuronas de Purkinje se



proyectan directamente al tronco del encéfalo (Williams y

Warwick, 1985).

Esquema resumen de los circuitos sinapticos de la corteza

cerebelosa.
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1.3 Receptores NMDA

Previamente hemos expuesto que los terminales axonicos de
los granos cerebelosos, las fibras musgosas y las fibras
trepadoras poseen como neurotransmisor el Glutamato,
mientras que las células de Purkinje, y algunas
interneuronas corticocerebelosas, emplean el GABA (acido—
gamma-aminobutirico) (Fonnum y cols., 1970; Ottersen,

1993). Por ultimo las células de Golgi — II utilizan tanto



Glicina como GABA como neurotransmisores (Wilkin y cols.,

1981).

Existen algunos ejemplos que demuestran que algunos de los
parametros bioquimicos del cerebelo son diferentes de los de
otras regiones, pudiendo este hecho contribuir a la
vulnerabilidad del mismo. El receptor NMDA en el cerebelo de
la rata, raton y humanos expresa fundamentalmente las
subunidades NR1 y NR2C (Akazawa y cols., 1994; Watanabe
y cols., 1994; Rigby y cols., 1996). La subunidad NR1 es
expresada en la mayoria de las neuronas cerebelosas,
mientras que la subunidad NR2B se expresa transitoriamente
en las neuronas granulares durante las 2 primeras semanas
de vida postnatal. En el cerebro la mayoria la mayoria de las
células poseen las subunidades NR1 y NR2A. Asi, el
transportador del Glutamato de la membrana plasmatica
(GLAST) se localiza en los astrocitos cerebelosos mientras que
GLT-1 predomina en el cerebro (Chaudhry y cols., 1993), el
cerebelo tiene una alta actividad acetilcolinesterasa y unos
relativamente bajos niveles de actividad de

colinacetiltransferasa.

Con respecto a la expresion de los receptores NMDA en la
corteza cerebelosa de ratas adultas y en estadios
embrionarios, los grupos de investigacion de Akazawa y cols
(1994) y Watanabe y cols. (1994) han realizado un detallado

estudio de los mismos usando técnicas de hibridacion in situ.



Los cambios en el patron de expresion de los cinco receptores
NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D) durante el
desarrollo embrionario son muy destacados. Asi, en la capa
granular externa las senales de hibridacion de mRNAs para
NR1, NR2A, NR2B y NR2C aparecian el dia 3 postnatal,
mientras que la expresion de senales de mRNA para NR2D
eran nulas en todos los estadios del desarrollo. E1 mRNA para
NR1 fue expresado en todas las neuronas corticocerebelosas
de todas las fases embrionarias estudiadas. La positividad del
mRNA para el NRA2 aparece en todas las células de Purkinje
y granulares durante la segunda semana de vida postnatal;
por otro lado las senales positivas del mRNA para el NR2B en
las neuronas granulares se detectaron, transitoriamente,
durante las dos primeras semanas tras el nacimiento. Con
respecto a la expresion del NR2C, esta era manifiesta en las
células granulares y gliales durante la segunda semana de
vida postnatal, mientras que en el caso del NR2D solo se
expresaba, transitoriamente, los primeros ocho dias tras el
nacimiento; este mismo hecho se puso de manifiesto en las
células de Golgi — II y estrelladas de ratas adultas.
Finalmente, en los nucleos cerebelosos, la expresion del
mRNA de NR1, NR2A, NR2B y NR2D fue intensa, en mayor o
menor medida, el dia del nacimiento, mientras que la
expresion del mRNA para el NR2C fue detectada por primera

vez el dia 14 de vida postnatal.



En resumen, los principales cambios en los patrones de
expresion en la corteza cerebelosa, se observaron las 2
primeras semanas de vida postnatal, cuando el desarrollo y la
maduracion del cerebelo es mas rapida. (Watanabe y cols.,

1994).

1.4 Caracteristicas Funcionales

Desde un punto de vista funcional, el cerebelo se divide en
tres partes, pero de manera distinta a la division anatomica.
El noédulo en el vermis y el floculo flanqueador en el
hemisferio de cada lado forman el l6bulo floculonodular. Este
l6bulo, que filogenéticamente es la parte mas antigua del
cerebelo, tiene conexiones vestibulares y esta relacionado con
el equilibrio. El resto del vermis y las porciones adyacentes
mediales de los hemisferios forman el espinocerebelo, la
region que recibe informacion propioceptiva del cuerpo asi
como también una copia del “plan motor” de la corteza
motora. Al comparar el plan con la ejecucion, suaviza y
coordina los movimientos que se estan realizando. El vermis
se proyecta al area del tallo encefalico implicada con el
control de los musculos axiales y proximales de las
extremidades, mientras que los hemisferios proyectan a las
areas del tallo encefalico relacionadas con el control de los
musculos distales de las extremidades. Las porciones
laterales de los hemisferios cerebelosos se denominan

neocerebelo. Filogenéticamente son las mas recientes,



interactuando con la corteza motora en la planificacion y

programacion de los movimientos (Ugawa, 2009).

1.4.1 Conexiones

El cerebelo tiene una corteza externa que esta separada de
los nucleos cerebelosos profundos por la sustancia blanca.
Su entrada aferente va hacia la corteza y a través de
colaterales, a los nucleos profundos. Hay cuatro nucleos
profundos: dentado, globoso, emboliforme y fastigio. El
globoso y el emboliforme algunas veces se conjuntan en una
protuberancia llamada nitcleo interpuesto. La corteza
cerebelosa se proyecta a estos nucleos, y éstos proporcionan
la tinica salida del espinocerebelo y el neocerebelo. La porcion
medial del espinocerebelo se proyecta a los nucleos fastigio y
de ahi al tallo encefalico. Las porciones hemisféricas
adyacentes del espinocerebelo se proyectan a los nucleos
emboliforme y globoso, y de ellos al tallo encefalico. El
neocerebelo se proyecta al nucleo dentado y de ahi directa o

indirectamente al ntcleo ventrolateral del talamo.

Las vias aferentes transmiten informacion propioceptiva y
sensorial desde todas las partes del cuerpo. Una parte de los
mensajes propioceptivos se relevan en la oliva inferior y las
fibras olivocerebelosas constituyen la entrada de fibras

trepadoras excitadoras. A través de los nucleos pontinos,



llega informacion de todas las areas motoras de la corteza

cerebral (Brodal, 1987).

A continuacion (Tabla 1) se muestran las vias aferentes
cerebelosas con sus funciones, aunque existen otras
multiples vias que transmiten impulsos de los nucleos en el
tallo encefalico a la corteza cerebelosa y a los nucleos
profundos, asi como entradas serotoninérgicas de los nucleos

del rafe y noradrenérgica del locus ceruleus:

FASCICULOS AFERENTES TRANSMITE
VESTIBULOCEREBELOSO Impulsos vestibulares de los laberintos directos y por los ntcleos vestibulares
ESPINOCEREBELOSO DORSAL Impulsos propioceptivos y exteroceptivos del cuerpo
ESPINOCEREBELOSO Impulsos propioceptivos y exteroceptivos del cuerpo
VENTRAL . . .

Impulsos propioceptivos, especialmente de la cabeza y el cuello
CUNEOCEREBELOSO . . ) . s .

Impulsos auditivos y visuales a través de los coliculos inferior y superior
TECTOCEREBELOSO ., . . - .

Informacién propioceptiva corporal por relevo en la oliva inferior
OLIVOCEREBELOSO . .

Impulsos de la corteza cerebral motora y de otras regiones de la misma, a
PONTOCEREBELOSO través

de los nlcleos pontinos

Tabla 1. Funciones de las principales aferencias cerebelosas

1.4.2. Lébulo floculonodular.

Posee conexiones vestibulares. Los animales, tras la
destruccion del mismo, caminan de manera tambaleante
sobre una base amplia, tienden a caerse y rehusan moverse

sin apoyarse. Defectos similares se ven en ninos con tumores




cerebelosos de la linea media (meduloblastoma), como signos

precoces de la enfermedad (Hahn, 19350).

1.4.3. Cinetosis.

La ablacion selectiva del 1obulo floculonodular en el perro,
anula la cinetosis. Esta es debida a la estimulacion repetida y

excesiva del laberinto (Helling y cols, 1994).

1.4.4. Efectos sobre los reflejos miotaticos.

La estimulacion de las areas cerebelosas que reciben el
aporte propioceptivo a veces inhiben o facilitan los
movimientos provocados por la estimulacion de la corteza
cerebral. Las lesiones de las laminas I-VI y de las areas
paramedianas causan en animales de experimentacion,
espasticidad localizada a la parte del cuerpo que esta

representada en la parte destruida del cerebelo.

Sin embargo, la hipotonia es caracteristica de la destruccion

cerebelosa en el humano (Rodriguez-Garcia y cols.,2004).
1.4.5. Efectos sobre el movimiento.

Excepto por los cambios de los reflejos miotaticos, tanto los
animales de experimentacion como el humano con lesiones
de hemisferios cerebelosos no muestran anormalidades
mientras permanecen en reposo. Sin embargo, cuando se
mueven aparecen anormalias pronunciadas. Todos los

movimientos estan caracterizados por una incoordinaciéon por



errores en la frecuencia, alcance, fuerza y direccion del
movimiento. Es lo que se conoce como ataxia. Con lesiones
circunscritas, la ataxia puede estar localizada en una parte

del cuerpo.

Cuando tuUnicamente esta lesionada la corteza, las
anormalidades del movimiento gradualmente desaparecen al
presentarse la compensacion. Las lesiones de los nucleos
cerebelosos producen defectos mas generalizados y las

anomalias son permanentes.

Otros signos de la deficiencia cerebelosa en el humano
aportan informacion adicional de la importancia del cerebelo
en el control del movimiento. El denominador comun de la
mayor parte de los signos cerebelosos es la frecuencia, el
alcance, la fuerza y la direccion inapropiados del movimiento.
La ataxia se manifiesta no sélo en la marcha de amplia base,
insegura, de los pacientes sino también en defectos de la
destreza de los movimientos que intervienen en la produccion
del habla, de manera que resulta un lenguaje escandido.
También es posible encontrar dismetria y temblor intencional

en el movimiento.

El fenomeno de rebote, que es la incapacidad para detener un
movimiento de manera brusca, por ejemplo, cuando se

flexiona el antebrazo y se aplica resistencia a dicho



movimiento y de manera brusca suprimimos la resistencia, la

respuesta normal es el cese inmediato de fuerza de flexion.

En condiciones patologicas, permanece la fuerza de flexion
del antebrazo y este se moveria dibujando un amplio arco
hacia detras. Este es unos de los motivos de Ila
adiadococinesia, que es la incapacidad para ejecutar

movimientos opuestos rapidamente alternantes.

También es posible apreciar en los pacientes con lesiones
cerebelosas, la dificultad para ejecutar acciones que implican

el movimiento simultaneo en mas de una articulacion.

Ellos fragmentan tales movimientos y los llevan a cabo en
una articulacion cada vez, fenomeno conocido como
descomposicion del movimiento (Stoodley y Schamahmann,

2010).

1.4.6. Cerebelo y aprendizaje.

El cerebelo participa en los ajustes aprendidos que hacen
mas facil la coordinacion cuando se efectia una y otra vez
una tarea determinada. Esta funcion se encuentra en los
impulsos de entrada a tracés de los nucleos olivares. Cada
célula de Purkinje recibe impulsos de 250.000 — 1.000.000 de

fibras musgosas; pero a su vez tiene una unica fibra



trepadora proveniente de la oliva inferior, la cual sinapta
entre 2.000 — 3.000 veces con la célula de Purkinje. La
activacion de las fibras trepadoras produce una gran espiga
compleja en la célula de Purkinje; ademas. Esta espiga puede
originar de alguna manera la modificacion a largo plazo del
patron de los impulsos provenientes de la fibra musgosa

hacia esa célula de Purkinje en particular.

La actividad de la fibra trepadora se incrementa cuando es
aprendido un nuevo movimiento y las lesiones selectivas del
complejo olivar inferior suprimen la capacidad de producir
ajustes a largo plazo en ciertas respuestas motoras (Seidler,

2010).

1.5.- PATOLOGIA CEREBELOSA

Comparte, con la corteza cerebral y la médula espinal,
numerosos tipos de lesiones de distinto origen y naturaleza
tales como, infecciones, enfermedad vascular, hipoxia,
desordenes metabodlicos, enfermedades desmielinizantes y

degenerativas asi como tumores (Hirano, 1997).

En general, la lesion patologica o experimental del cerebelo
produce un conjunto de sintomas comunes a los distintos
sindromes cerebelosos. Es de destacar que la siguiente

descripcion se refiere, sobre todo, a lesiones de tipo cortical,



ya que, normalmente, la lesion de los nucleos cerebelosos
agrava aun mas los efectos de la lesion en la corteza

cerebelosa.

En la descripcion clasica de los efectos de la lesion del
cerebelo realizada por Holmes en 1939, se propone una triada
de déficits basicos que subyacen a todos los demas incluidos

en el sindrome cerebeloso (Holmes, 1939; Lechtenberg, 1993).

Estos autores observan una disminucion del tono muscular
(hipotonia) de los grupos musculares afectados. Dicha
hipotonia se acompana de pérdida de fuerza muscular en la
realizacion del movimiento y/o facil fatigabilidad (astenia). El
sintoma que completa la triada es la astasia o incapacidad

para mantener una postura estable.

En el estudio del paciente con lesion cerebelosa, la ataxia es
un hallazgo neurologico frecuente e importante. Los sintomas
y signos de la ataxia son alteracion de la marcha, habla poco
clara (disartria silabeante), vision borrosa secundaria a
nistagmo, descoordinacion manual y temblor intencional.
Estos sintomas aparecen tanto en la afectacion directa del
cerebelo, como en la de sus vias aferentes y eferentes,
incluidas las espinocerebelosas, y de las vias
frontopontocerebelosas que se originan en la parte anterior
del 16bulo frontal (Area 10 de Brodmann). Hay que distinguir

la ataxia cerebelosa verdadera de la ataxia debida a



enfermedad vestibular o laberintica, pues esta ultima provoca
un trastorno de la marcha que se asocia a mareo, sensacion
de vahido o vértigo de cierta intensidad. La ataxia cerebelosa
verdadera no se acompana de estos sintomas vertiginosos y
se manifiesta claramente por una marcha inestable

secundaria al desequilibrio.

Una pérdida de fuerza en los musculos proximales de las
extremidades inferiores y la variante de la polineuritis
idiopatica aguda (sindrome de Miller-Fisher) pueden simular
el desequilibrio de la enfermedad cerebelosa. En el paciente
con ataxia la velocidad de aparicion y las caracteristicas de
los sintomas son importantes para determinar los posibles

diagnosticos diferenciales (Tabla 2).



Tabla 2. ETIOLOGIA ATAXIAS CEREBELOSAS ADQUIRIDAS

SIGNOS SIMETRICOS Y PROGRESIVOS

SIGNOS FOCALES E IPSILATERALES

AGUDA SUBAGUDA | CRONICA | AGUDA | SUBAGUDA CRONICA
(horas a dias) (dias a (meses a afios) | (horasa |(dias a semanas) | (meses a afios)
semanas) dias)
Intoxicacion: |Intoxicacion: |Sindrome Vascular: | Neoplasica: Gliosis estable
fenitoina, mercurio, paraneoplasico. |infarto, gliomao secundaria a
barbituricos, |disolventes, N hemorragia | metastasis. lesion vascular
» gasolina, colas; | HiPotiroidismo. |, o o placa
C,e_rebelmz QUIMiOter&picos | Enfermedades |nematoma | Desmielinizante: | qoqielinizante.
virica aguaa. | citotoxicos. hereditarias. | subdural | Esclerosis iy
' cerebeloso. | mylti Lesion
Sindrome A jconglico- | Tapes dorsal maltiple, congénica:
postinfeccioso. | ricional. * |Infecciosa: | |_pmp
i Absceso | relacionada con | aH- Dandy-
(carencia VitB; cerebeloso. | 5| DA Walker o
y Bi,) ' Chiari.

Enfermedad de
Lyme.

1.5.1. Ataxia simétrica.

Una ataxia simétrica y progresiva puede clasificarse también,

segun su comienzo, en aguda, subaguda o cronica. Las

formas reversibles y agudas son las producidas por la

intoxicacion con alcohol,

fenitoina, barbitiricos y otros

agentes. Son también causas de ataxia aguda o subaguda la

intoxicacion producida por la exposicion al tolueno,

la

inhalacion de gasolina, de pegamento, de pinturas en aerosol,

la exposicion al metil mercurio o al bismuto, o el tratamiento




con quimioterapicos como el fluoruracilo, el paclitaxel o el

metotrexato (Bota y Dafer, 2009).

Los ninos que sufren sindrome postinfeccioso, sobre todo
después de la varicela, pueden presentar ataxia y leve
disartria, ambas reversibles. Otras causas infecciosas poco
frecuentes de ataxia adquirida son los virus de la polio, los
Coxsackie, los virus echo, el virus de Ebstein-Barr, la
toxoplasmosis, la legionella y wuna proteina prionica

responsable de la enfermedad de Creutzfeld-Jakob.

Una ataxia de la marcha subaguda que se presenta durante
semanas o meses (degeneracion subaguda cerebelosa del
vermis) puede ser consecuencia directa de la combinacion de
alcoholismo y malnutricion. También se ha asociado con la

ataxia la hiponatremia (Klockgether, 2010).

Existe un sindrome paraneoplasico que cursa con ataxia
incapacitante de la marcha que puede ir asociada a mioclonia
y opsoclonia. Se han asociado algunos autoanticuerpos
especificos (Yo, Ri y PCD) que son responsables de la
degeneracion cerebelosa y que afectan principalmente al
vermis. En ocasiones este sindrome puede anticiparse incluso
al diagnostico de la enfermedad tumoral (carcinoma de mama
y ovario), pudiendo ser el primer sintoma de la enfermedad

tumoral. La reseccion tumoral y la quimioterapia pueden



lograr la estabilizacion e incluso la mejoria del cuadro,
aunque suponen un signo de mal pronostico de la

enfermedad neoplasica (Darnel y cols., 2006).

Una ataxia simétrica cronica de meses o anos sugiere una
ataxia hereditaria, de origen metabolico o por infeccion
cronica. El hipotiroidismo es una causa reversible y de rapido
tratamiento. Las enfermedades infecciosas que pueden
manifestarse por ataxia son la sifilis meningovascular y la
tabes dorsal debido a la degeneracion de los cordones
posteriores y de las vias espinocerebelosas medulares. La

enfermedad de Lyme puede ocasionar ataxia.

1.5.2. Ataxia focal.

La ataxia focal aguda suele ser consecuencia de un proceso
cerebrovascular, generalmente un infarto isquémico o
hemorragico. Estas lesiones producen de forma caracteristica
sintomas cerebelosos ipsilaterales, pudiendo cursar con
alteraciones del nivel de consciencia debido a la compresion
del tronco encefalico o a hipertension intracraneal; pueden
producirse signos de afectacion de la protuberancia

ipsilateral, como la paralisis de los pares craneales VI y VII.

La presencia de signos focales de ataxia aguda que empeoran

de forma progresiva debe hacer sospechar cuanto antes la



existencia de un hematoma subdural de fosa posterior, un
absceso, un tumor cerebeloso primario o metastasico o una

lesion desmielinizante aguda de la esclerosis multiple.

Muchas de estas lesiones representan verdaderas urgencias
neurologicas. Los pacientes con SIDA y linfoma o LMP
pueden presentar un sindrome cebeloso focal agudo o
subagudo. Causas de ataxia cronicafocal son la esclerosis
multiple, las lesiones congénitas como la malformacion de
Chiari de tipo I y los quistes congénitos de fosa posterior o
sindrome de Dandy-Walker (Ten Donkelaar y Lammens,

20009)

1.5.3. Ataxias hereditarias

De los sindromes que constituyen las ataxias hereditarias,
algunos presentan una forma de herencia autosomica
dominante o recesiva y otros estan producidos por
mutaciones mitocondriales y, por tanto, presentan un patron

de herencia materno (Teive, 2009).

En los ultimos anos se han realizado grandes progresos en la
identificacion de la base molecular de estos sindromes lo que
ha permitido una clasificacion genomica que a continuacion

se muestra (Tabla 3):



NOMBRE

LOCUS

CLINICA

AEC1 (herencia AD-1)

6022-p23 con repeticiones CAG.
Ataxina-1

Ataxia con oftalmoparesia, signos piramidales y
extrapiramidales

AEC2(herencia AD-2)

12qg-23-g24.1 con repeticiones CAG.
Ataxina-2

Ataxia con movimientos sacadicos lentos y minimos
signos piramidales y extrapiramidales

Enfermedad de Machado-Joseph/AEC3
(herencia AD-3)

14g24.3-932 con repeticiones CAG.
EMJ-ataxina-3.

Ataxia con oftalmoparesia y signos piramidales,
extrapiramidales y amiotrofia variables

AEC4 (herencia AD-4)

16q24-ter

Ataxia con movimientos oculares normales, neuropatia
axonal sensitiva y signos piramidales

AECS (herencia AD-5)

Region centromérica del cromosoma
11

Ataxia y disartria; familia descendiente de los abuelos
paternos del presidente Lincoln

AECS6 (herencia AD-6)

19p13 con repeticiones CAG en el
gen alfa-1a de los canales de calcio
dependientes de voltaje

Ataxia y disartria, nistagmo, leve pérdida de la
sensibilidad propioceptiva

AEC7 (herencia AD-7)

3p14.1-p.21.1 con repeticiones CAG.
Ataxina-7

Oftamoparesia, pérdida de la vision, ataxia, disartria,
respuesta plantar extensora, degeneracion retiniana
pigmentaria; gravedad variable

AECS (herencia AD-8)

13921 con repeticiones CTG

Ataxia, disartria, nistagmo, espasticidad de MMII e
hipopalestesia.

AEC10 (herencia AD-10)

22q

Ataxia, disartria, nistagmo, convulsiones parciales
complejas y motoras generalizadas.

AECL11 (herencia AD-11)

15q14-g21.3 por ligamiento

Marcha lenta y ataxia de extremidades, disartria, nistagmo
vertical, hiperreflexia

AEC12 (herencia AD-12)

5g31-g33 por ligamiento

Temblor, pobreza de movimientos, hiperreflexia, distonia,
ataxia, disautonomia, demencia.

AEC13 (un solo caso)

6027 con repeticiones CAG en el gen
que fija la proteina TATA

Ataxia de la marcha y de las extremidades, hiperreflexia,
respuestas plantares extensoras, disartria, disfagia, retraso
mental profundo

Atrofia dentatorrubropalidoluisiana (AD)

12p12-ter con repeticiones CAG.
Atrofina.

Ataxia, coreoatetosis, distonia, convulsiones, mioclonia,
demencia.

Ataxia de Friedrich (A.recesiva)

9913-g21.1 con repeticiones CAG
intrénicas. Frataxina.

Ataxia, arreflexia, respuestas plantares extensoras, déficit
de sensibilidad posicional, miocardiopatia, diabetes,
escoliosis, deformidades en los pies, alteracion del
transporte de Fe desde las mitocondrias

Ataxia de Friedrich (A.Recesiva)

8q13.1-q13.3,déficit de alfa-TTP

Fenotipicamente igual a la anterior, con asociacion de
déficit de vitamina E

Sindrome de Kearns-Sayre (esporadico)

Perdida en el ADNmt y mutaciones
de duplicacién

Ptosis, oftalmoplejia, degeneracidn retiniana pigmentaria,
miocardiopatia, diabetes, sordera, bloqueo AV, aumento
de proteinas en LCR, ataxia

Epilepsia mioclonica y sindrome de las
fibras rojas rasgadas (herencia materna)

Mutacion en el ADNmt o en el
ARNt™ en 8344; también una
mutacion en 8356

Epilepsia mioclénica, miopatia con fibras rojas rasgadas,
ataxia

Encefalopatia mitocondrial, acidosis
lactica y ACV (MELAS)(herencia
materna)

Mutacion del ARNt™ en 8243;
también en 3271 y 3252.

Cefalea, ACV, acidosis lactica y ataxia

Enfermedad de Leigh: encefalopatia
necrotizante subaguda (herencia materna o
AR)

Defecto del complejo V del ADNmt o
defecto de la sintesis de una proteina
mitocondrial (ambos con herencia
materna); o defecto del complejo IV
(AR)

Embotamiento, hipotonia, defectos de los PC,
insuficiencia respiratoria, en RMN (T2) sefiales
hiperintensas en ganglios basales, cerebelo o
troncoencéfalo; ataxia

Ataxia episddica tipo 1 (AD)

12p; gen del canal de potasio,
KCNA1

Episodios de ataxia de minutos de duracién, provocados
por sobresaltos o ejercicio, con miocimias en manos y
cara; los signos cerebelosos son progresivos, responde a la
fenitoina.

Ataxia episddica tipo 2 (AR)

19p13

Episodios de ataxia de dias de duracién, provocados por
estrés o fatiga; con nistagmo de la mirada vertical inferior;
provoca atrofia cerebelosa; signos cerebelosos
progresivos; responde a la acetazolamida

Ataxia telangiectasia (AR)

11922-g23; gen ATM que regula el
ciclo celular, transduccion de la sefial
mitogénica y recombinacidn meiética

Telangiectasia, ataxia, infecciones pulmonares, neoplasias
del sistema linfatico; déficit de IgA e 1gG, diabetes
mellitus, cancer de mama

Ataxia espinocerebelosa de comienzo
infaltil de Nikali y cols (AR)

10023.3-024.1

Ataxia infantil, neuropatia sensitiva; atetosis, hipoacusia,
oftalmoplejia, atrofia 6ptica, hipogonadismo primario en
mujeres

Tabla 3. CLASIFICACION GENOTIPICA DE LAS ATAXIAS ESPINOCEREBELOSAS




De estas formas hereditarias, haremos un especial hincapié

en las siguientes:

- ATAXIA DE FRIEDREICH: Es la forma mas frecuente de
ataxia hereditaria, y representa la mitad de todas las ataxias
hereditarias. Puede presentarse en su forma clasica o
asociada a un sindrome de carencia de vitamina E
determinado genéticamente; las 2 formas son clinicamente

indistinguibles.

Se manifiesta antes de los 25 anos de edad con una marcha
tambaleante, caidas frecuentes y titubeos que empeoran
progresivamente. Las extremidades inferiores se afectan con
mayor frecuencia que las superiores. La disartria puede ser
algunas veces el sintoma de debut y rar vez los primeros
sintomas son la escoliosis progresiva, la deformidad de los
pies (cavo, equinovaro), el nistagmo o la cardiopatia
(miocardiopatia hipertrofica, que se manifiesta en un 90% de
los pacientes). La mediana de la edad en el momento de la
muerte es de 35 anos, con una pronostico mejor en mujeres
(supervivencia a los 20 anos es del 100 % en mujeres vs. 63%

en varones).

Un pequeno porcentaje de pacientes presenta retraso mental
moderado o sindromes psiquiatricos. Se ha encontrado una

incidencia anormalmente alta de diabetes mellitus (20%)



asociada a resistencia insulinica y a disfuncion de las células

beta pancreaticas (Santos y cols., 2010).

Las principales lesiones anatomopatologicas se localizan en la
meédula espinal, las células de los ganglios de las raices
dorsales y los nervios periféricos. Puede existir ligera atrofia
del cerebelo y de las circunvoluciones cerebrales. Los signos
de esclerosis u de degeneracion predominan en las vias
espinocerebelosas, en las vias corticoespinales laterales y en
los cordones posteiores. Se ha descrito la degeneracion de los
nucleos de los nervios glodofaringeo, vago e hipogloso, asi
como de los nucleos cerebelosos profundos. La corteza
cerebral es histologicamente normal con excepcion de la
pérdida de las células de Betz en la circunvolucion
precentral. Los nervios perifércos se ven muy afectados, con
pérdida de las grandes fibras mielinicas. La densidad de las
pequenas fibras mielinicas es normal, aunque el tamano de
los axones y el grosor de la mielina estan disminuidos. La
antomia patologica del corazon muestra la presencia de
hipertrofia miocitica fibrosis, displasia fibromuscular
vascular focal, con depodsitos en la capa media o debajo de la
intima de material PAS positivo, miocitopatia con nucleos
pleomorficos, y degeneracion focal de los nervios mielinicos y
amielinicos ademas de los ganglios cardiacos (Morral y cols.,

2010).

- ATAXIA-TELANGIECTASIA (AT): Estos pacientes presentan

en la primera década de la vida lesiones telangiectasicas



progresivas asociadas a déficit de la funcion cerebelosa y
nistagmo. Las manifestaciones neurologicas son las mismas
que las de la enfermedad de Friedreich, y esta enfermedad
debe incluirse en el diagnostico diferencial. Puede cursar con
ataxia del tronco, ataxia de las extremidades, disartria,
respuestas plantares extensoras, sacudidas mioclonicas,
arreflexia y déficit sensitivo distal. En los pacientes con AT
existe una incidencia elevada de infecciones pulmonares
recurrentes y de neoplasias de los sistemas linfaticos y

reticuloendotelial (Ries y cols., 1999).

También existe una mayor incidencia de cancer. Se ha
descrito la presencia de la hipoplasia timica con
inmunodeficiencia celular y humoral (IgA e IgG2),
envejecimiento premauro y trastornos endocrinos como la
diabetes mellitus insulinodependiente. Existe mayor
incidencia de linfomas de Hodgkin como no hodgkinianos y
leucemias agudas de células T. Las mujeres que son
heterocigotas para AT presentan una mayor incidencia de

cancer de mama (Zhang, 2010).

En la AT, los defectos inmunologicos y la mayor
susceptibilidad al cancer se han relacionado con trastornos
celulares. La exposicion de cultivos celulares a las
radiaciones ionizantes lentifica el indice de replicacion del

ADN y aumenta la frecuencia de aberraciones cromosomicas.



Las alteraciones histopatologicas mas llamativas son la
pérdida en la corteza cerebelosa de células de Purkinje,
granulosas y en cesta, asi como de neuronas en los nucleos
profundos del cerebelo. Las olivas del bulbo raquideo puede
presentar también pérdida de neuronas. Existe asi mismo
una pérdida de neuronas del asta anterior de la médula
espinal y de células de los ganglios de las raices dorsales,
junto con desmielinizacion de los cordones posteriores de la
meédula. El defecfo del sistema linfatico mas frecuente es la
hipogenesia o0 agenesia de timo. Los marcadores de
laboratorio mas consistentes son la elevacion de la alfa-
fetoproteina y niveles bajos de IgA, IgG y/o IgE en el suero
(Aurais, 1998).

1.6. PATOLOGIA EXPERIMENTAL

Nos centraremos fundamentalmente en diversas
componentes quimicos con probado efecto neurotoxico sobre

elementos celulares de la corteza cerebelosa.

Es conocido que determinadas sustancias tienen la capacidad
de lesionar, total o parcialmente, tanto al Sistema Nervioso
Central como al Periférico; dichas sustancias denominadas
Neurotoxicos pueden tener diferente naturaleza quimica, y
modo de accion, asi como afectar a neuronas, células gliales,

fibras nerviosas, e incluso ganglios.



Una de las ventajas de estudiar los efectos toxicos en el
cerebelo, aparte de su relativamente simple estructura
estratificada, es la posibilidad de aislar neuronas granulares
para su estudio en cultivos; las células pueden ser obtenidas
de cerebelos en desarrollo de rata o raton (7-8 dias) y crecer
en condiciones de experimentacion: estas neuronas pueden
ser usadas entre 3-14 dias, aunque lo mas habitual es
hacerlo a partir de 6 dias de cultivo (Gallo y cols., 1982). Este
tipo celular ha sido ampliamente utilizado en estudios
toxicologicos, siendo, asimismo, de gran valor la facilidad con
que las fibras musgosas pueden ser separadas de otros

terminales nerviosos (Viennot y cols., 1991).

Existe un gran numero de compuestos quimicos y fisicos que
afectan al cerebelo, especialmente durante el desarrollo.
Sustancias toxicas, tales como la cicasina, metoxi-azo-
metanol y arabinoésido de citosina, cuando son administradas
en fases tardias del desarrollo bloquean la formacion de la
capa granular de la cortical cerebelosa; estas sustancias
tienen un marcado efecto por practicamente todas las
estructuras cerebrales, a excepcion del bulbo olfatorio

(Matsutani y cols., 1983, Chen y Hillman, 1989).

A continuacion presentamos algunos de ellos.

1.6.1. Metoxi-azo-metanol (Metil-Azoxi-Metanol)

Esta droga es un agente citotoxico que provoca la muerte de

células proliferantes por metilacion de la posicion 7 de la



guanina en los acidos nucleicos (Matsumoto y Higa, 1966;
Johnston y Coyle, 1982); administrada el dia 5 del desarrollo,
en la rata, provoca la muerte de los precursores de las células
granulares de la corteza cerebelosa en la capa granular
externa, no induciendo apoptosis en la glia de Von
Bergmann, encontrandose ésta en fase proliferativa (Bejar y

cols., 1985; de Barry y Gombos, 1989). En el estudio IHQ,
tras tratamiento con el MAM, se comprueba una disminucion
de la positividad para el PCNA en los precursores granulares
corticocerebelosos, debido a una menor proporcion de este
tipo celular (Lafarga y cols., 1997); por otro lado los nucleos
PCNA positivos de las células gliales de Von Bergmann,
dispuestas en la capa de neuronas de Purkinje, estaban
preservados (Bejar y cols., 1985; De Barry y Gombos, 1989).
En 1997 Lafarga y cols. realizan un estudio ultraestructural y
citoquimico demostrando, en gel de electroforesis, que el
patron de fragmentacion del ADN, danado por el MAM, era de
tipo apoptotico. Lafarga y cols. en 1998 estudiaron con
técnicas IHQ para vimentina y GFAP las lesiones de la corteza
cerebelosa en desarrollo tras la administracion del MAM,
determinando, en el caso de la vimentina, un patron de
tincion mas marcado en las ramificaciones de las células
gliales de Von Bergmann, concretamente en las ramas
transversales que cruzan la capa molecular; en el caso de la
capa granular externa embrionaria, estos procesos parecian
englobar restos, Unicos o en grupos, de precursores
granulares necroticos; en cuanto a la GFAP se refiere, esta

mostro una intensa expresion en la glia de Von Bergmann en



los animales control, pero la intensidad de la tincion aumento
en los procesos gliales a partir del dia 2 de tratamiento con
MAM (administracion del MAM el dia 5 del desarrollo

embrionario).

Esta sobreexpresion de GFAP era particularmente marcada
en la mitad distal de los citados procesos gliales, incluyendo
los pies terminales que alcanzan la superficie pial. Tanto la
GFAP como la vimentina pusieron de manifiesto que la
disposicion espacial de la glia de Von Bergmann estaba
conservada estrictamente tras la administracion del MAM

(Gliosis isomorfica) (Lafarga y cols., 1998).

El estudio histoquimico con lectina de tomate, empleado para
la identificacion de células de la microglia, marc6 solo vasos
sanguineos en la capa cortical del cerebelo control en el dia 7
postnatal. Tras el tratmiento con MAM, la histoquimica de
lectina revelé vasos sanguineos y células microgliales
ameboides distribuidas a través de la capa granular externa.
La mayoria de estas células tenidas de la microglia tenian
morfologia redondeada y un diametro que oscilaba entre 10u
— 15u. La tincion combinada de lectina con vimentina
confirmé que la microglia ameboide estaba localizada entre
los procesos de la glia de Von Bergmann que atraviesan la
zona externa de la capa molecular y la capa granular externa

(Lafarga y cols., 1998).



Existen diferentes tipos celulares en la corteza cerebelosa que
se desarrollan en fases distintas del periodo embrionario. El
MAM ha sido empleado para determinar el momento de su
formacion. Las neuronas de Purkinje de la rata se
constituyen durante los dias 14-16 de gestacion, en el
momento del nacimiento constituyen una capa de
aproximadamente 6 células de espesor, la cual se transforma
en una capa simple a los 3-4 dias postnatal. La capa
germinal externa forma una estructura de aspecto
“pantanoso” en el momento del nacimiento; por otro lado la
capa granular se constituye entre los dias 7-15 con un pico
entre los dias 10-11. Las neuronas en cesta y las estrelladas
se forman entre los dias 6-7 y 10-11 respectivamente. Las
células de la granular migran desde la capa capa germinal
externa a la granular interna en la fase postnatal (Fonnum y

Lock, 2000).

Hay que destacar que las hormonas tiroideas participan de
forma directa en el desarrollo de la capa granular cerebelosa;
asi, el hipotiroidismo reduce la proliferacion y migracion
mientras que el hipertiroidismo causa maduracion prematura
de las neuronas granulares con incremento de muerte celular

(Fonnum y Lock, 2000, Burgoyne y Cambray-Deakin, 1988).

El tratamiento de ratas embarazadas con MAM (dia 14 de
gestacion), durante la formacion de las células de Purkinje,

provoca una intensa pérdida de estas neuronas en la vida



adulta; en relacion con este fenomeno esta el hecho de la
reduccion simultanea de neuronas granulares en la misma
proporcion, ya que el numero de células de Purkinje y
granulares permanece constante en la vida adulta (Chen y
Hillman, 1989). Por otro lado la administracion, en ratas, de
MAM, en las primeras 24 horas de vida postnatal, estuvo
acompanado por una intensa reduccion en el numero de
células granulares, mientras que las neuronas de Purkinje no
estaban afectadas (Chen y Hillman, 1989); bajo estas
condiciones las células de Purkinje permanecen en algunos
estratos y mezcladas con neuronas granulares; estas
observaciones son consistentes con la conservacion de las
células de Purkinje tras la exposicion postnatal a los rayos —
X (Altman y Anderson, 1972), y malnutricion (Hillman y
Chen, 1981).

La administracion de MAM a ratas y ratones en fases
cercanas al nacimiento y durante la primera semana de vida,
puede provocar un desarrollo anormal de otras areas del
cerebelo; estas modificaciones incluyen contactos sinapticos
entre las fibras musgosas y las neuronas de Purkinje,
alteraciones de la posicion de las células de Purkinje asi como
la aparicion de una capa granular ectopica (de Barry y cols.,
1987; Garcia-Ladona y cols., 1991). Asimismo, el tratamiento
postnatal con MAM provoca una marcada disminucion en el

tamano del cerebelo.



1.6.2. Haluros de alquilo

El cloruro de metilo (Chellman y cols., 1986), el bromuro de
metilo en ratones (Eustis y cols., 1988), el tiofeno (Herndon,
1986) y el acido L-2-cloropropionico (Simpson y cols., 1996)
provocan degeneracion de las neuronas granulares en los
animales adultos. Los haluros de alquilo citados (cloruro y
bromuro de metilo) reaccionan con el glutation, al cual se le
asocia generalmente con una marcada accion detoxificante.
Asimismo, el bromuro y el yoduro de metilo, metilan ciertas
bases del ADN, constituyendo 3-metil-adenina, 7-metil-
guanina y O%-metil-guanina, los cuales pueden ser detectados
en el higado y en el pulmoéon (Bolt y Gansewendt, 1993);
fenomenos similares de afectacion de la molécula de ADN se

observan también con el triclorfon.

Algunos investigadores han propuesto que en su
metabolismo, el glutation conjuga a metil-cisteina y
metanotiol, siendo éste el ultimo metabolito toxico; la
depleccion del glutation con sulfoxina de butionina, en los
ratones, reduce la toxicidad del cloruro de metilo (Chellman y
cols., 1986); asimismo, en ratas, la sulfoxina de butionina
incrementa la toxicidad y la lesion tisular producida por el
yoduro o el bromuro de metilo (Thomas y Morgan, 1988;

Chamberlain y cols., 1998).



1.6.3. Difenilhidantoina

Se ha comunicado que la difenilhidantoina produce
malformaciones cerebelosas en ninos recién nacidos, tras su
administracion intrauterina; de acuerdo con estas
observaciones, la administracion de difenilhidantoina en
ratones neonatales provocdé un incremento en las células
apoptoticas de la capa germinal externa, una disminucion de
las células granulares y una reducida arborizacion de las
dendritas de las neuronas de Purkinje (Ohmori y cols., 1999);
en el raton adulto la administracion de difenilhidantoina
provoca engrosamientos a lo largo del trayecto de los axones

de las neuronas de Purkinje (Tauer y cols., 1998).

1.6.4. Metil-mercurio

El mercurio es un metal que es liberado a la atmésfera por
medios naturales a través del vapor de mercurio que emite la
corteza terrestre y por la combustion de desechos urbanos e
industriales, tales como los combustibles fosiles. El mercurio
llega a la cadena alimenticia, ya sea por medio del elemento
que ocurre naturalmente (por ejemplo, el agua subterranea
de los volcanes) o el mercurio presente en la contaminacion
del aire que se deposita en los rios y lagos. Una vez en el
agua, las Dbacterias transforman el mercurio en
metilmercurio. Los grandes peces depredadores como el
tiburon y el pez espada, absorben el metilmercurio del agua y
lo ingieren cuando se alimentan de peces mas pequenos que
a su vez han ingerido algas contaminadas por este metal. El

cation metilmercurio esta normalmente asociado, o bien a un



simple anion, como un cloruro (Cl), o a una molécula mas
grande, tal como una proteina, con cargas positivas y
negativas. El cation metilmercurio es la forma mas toxica del
mercurio, capaz de inhibir el desarrollo cerebral provocando
cambios en el comportamiento y reduciendo las capacidades

cognitivas y motrices. (Shiraki, 1979; Mokzran y cols., 1995).

El metil-mercurio es otro componente que tiene como diana a
las células granulares de la corteza cerebelosa (Shiraki,
1979); esta sustancia también reacciona con la cisteina y la
conjugacion mimetiza el amimoacido neutro metionina,
siendo transportado a través de la barrera hematoencefalica

(Mokzran y cols., 19953).

La formacion de radicales libres puede jugar también un
destacado papel en los efectos toxicos del metil-mercurio; es
sorprendente que este compuesto que reacciona realmente
con los grupos —SH provoque una degeneracion especifica de
las neuronas granulares cerebelosas (Shiraki, 1979). Sin
embargo, el cloruro de mercurio es un potente toxico
neuronal, aunque no especificamente para las de la corteza
cerebelosa (Moller-Madsen y Danscher, 1986). El metil-
mercurio se une a la cisteina entrando este complejo en la
célula a través de un transportador de membrana. El
mecanismo de toxicidad selectiva del metil-mercurio para el
cerebelo no es conocido en su totalidad. Asi, los
acontecimientos de naturaleza oxidativa, parecen ser mas

importantes que efectos tales como la inhibicion, inducida



por el metil-mercurio, de la sintesis de ARN o proteinas o
defectos en la produccion de ATP (Sarafian y Verity, 1991). La
expresion de bcl-2 protege a las neuronas de la produccion de
radicales libres inducidos por el metil-mercurio; este
fenomeno podria indicar que la permeabilidad mitocondrial
participa en la generacion de radicales libres (Sarafian y cols.,

1994).

Desde el punto de vista histologico es un compuesto que
tiene como célula diana a los granos cerebelosos (Shiraki,
1979). El mecanismo de accion consiste en reaccionar con los
residuos de cisteina, y este conjugado mimetiza el aminoacido
neutro metionina, siendo transpostado a través de la barrera
hemato-encefalica (Mokzran y cols., 1995; Fonnum y Lock,

2000).

Otro compuesto relacionado con este metal es la sal cloruro
de mercurio (CloHg), el cual es altamente toxico para las
neuronas, aunque no especificamente para las de la corteza

cerebelosa (Moller-Madsen y Danscher, 1986).

1.6.5. Acrilamida

La acrilamida no solo provoca modificaciones en los axones
de las neuronas del Sistema Nervioso Periférico, sino también
en los axones de las neuronas pertenecientes al Sistema
Nervioso Central, tales como las fibras musgosas, que son
una de las dos clases de aferencias hacia la corteza

cerebelosa (Cavanagh 'y Gysbers, 1983). Estudios



estereologicos realizados tras la exposicion a acrilamida,
describen una marcada disminucion del volumen de las
neuronas de Purkinje, asi como del de las neuronas
granulares; este hecho morfologico no va acompanado de una
disminucion en el numero de células (Purkinje y granulares)

(Overgaard-Larsen y cols., 1994).

1.6.6. Alcohol etilico

El alcohol etilico o etanol estda mas a menudo unido al
sistema GABA del cerebelo. El Sistema Nervioso en desarrollo
es extremadamente sensible a este neurotoxico, el cual puede

generar una condicion denominada “Sindrome Alcoholico

Fetal” (Harper y Kril, 1990).

En alcohodlicos cronicos se observa con frecuencia atrofia de
la porcion anterior del vermis superior y areas adyacentes de
los hemisferios cerebelosos (Victor y cols., 1939). Su
incidencia es muy elevada — casi el 27% de los alcohdlicos y
del 32% al 38,6% de los que presentan sindrome de
Wernicke-Korsakoff (Torvik y cols., 1982; Harper, 1983) — y
puede aparecer de forma aislada o asociada a otros procesos
relacionados con el alcoholismo. Se afectan mas los hombres
que las mujeres. El cuadro clinico se instaura lentamente,
con inestabilidad troncal, ampliacion de la base de

sustentacion y marcha ataxica (Martinez y Rabano, 2002).

Macroscopicamente, existe disminucion en el espesor de las

laminillas cerebelosas y ensanchamiento de los surcos en el



vermis rostral y, en menor grado, en la cara superior de los
hemisferios cerebelosos en zonas adyacentes al vermis. Desde
el punto de vista histologico, las lesiones son mas intensas en
las crestas de las laminillas que en la profundidad de los
surcos, al contrario de lo que ocurre en las lesiones
hipoxicas. En las zonas afectadas existe pérdida de células de
Purkinje, parcheada de células granulares, atrofia de la capa
molecular y gliosis de Bergmann (Torvik y Torp, 1986;
Phillips y cols., 1987); la pérdida de células de Purkinje es
mas marcada en alcohodlicos con sindrome de Wernicke-
Korsakoff (Phillips y cols., 1990). Con la técnica
neurohistologica de Golgi se observa reduccion de la
arborizacion dendritica y pérdida de espinas de las células de

Purkinje restantes (Ferrer y cols., 1984).

La atrofia cerebelosa que ocurre en el alcoholismo croénico,
posiblemente, guarda relacion con el déficit de tiamina mas
que con el efecto toxico directo del alcohol (Harper y Kril,

1990).

La administracion de alcohol a primates no-humanos
durante el embarazo muestra que la descendencia tiene una
marcada reduccion en el numero de neuronas de Purkinje

(Bonthius y cols., 1996).

Experiencias similares han sido llevadas cabo en ratas, donde

los dias mas sensibles oscilaron entre el 4 y el 6; en dias



posteriores los efectos nocivos del etanol eran mucho menos
marcados (Thomas y cols., 1998). Por otro lado una
exposicion al etanol durante 5 meses provoco alteraciones en
las espinas de las células de Purkinje, aun estando los
animales controlados desde el punto de vista nutricional

(Wenisch y cols., 1998).

El alcohol etilico administrado a ratas gestantes de entre 10-
21 dias, provoca. en la descendencia, modificaciones
cerebelosas centradas en fusion de determinadas laminillas
(V-VI) del vermis, aislamiento y escasez de neuronas de
Purkinje asi como granos ectopicos en la capa molecular
constituyendo “rosetas” que rodean un material basofilo
(Sakata-Haga y cols., 2001). En ratas adultas, a las cuales se
les administraba este neurotoxico en la dieta durante al
menos 5 meses, se demostro alteracion de las espinas de las

dendritas de las neuronas de Purkinje.

1.6.7. Harmalina e Isogaina.

La harmalina y la isogaina, dos alcaloides que excitan las
neuronas de la oliva inferior, también activan las fibras
trepadoras, las cuales liberan glutamato en los receptores de
las células de Purkinje y como consecuencia de ello estas
neuronas mueren por excitoxicidad (O'Hearn y Molliver,
1997); este fenomeno puede ser iniciada por factores
agonistas del glutamato asi como por inhibidores del
metabolismo neuronal; se caracteriza por una secuencia de

reacciones que desembocan en una elevacion del Ca2*



intracelular y produccion de radicales libres (Fonnum, 1998);
estos hechos bioquimicos juegan un importante papel en la
toxicidad cerebelosa, destacando las células granulares y de

Purkinje ya que ambas poseen receptores glutamaérgicos.

1.6.8. Bilirrubina

Esta sustancia puede afectar al cerebro del nino recién
nacido si la barrera hemato-encefalica no esta totalmente
desarrollada. Este sindrome neurologico esta asociado con
vulnerabilidad selectiva a los ganglios basales, ciertos nucleos
principales cerebrales y las células de Purkinje de la corteza
cerebelosa (Ahdab-Barmada y Moosy, 1984); el principal
defecto bioquimico subyacente a la encefalopatia por
bilirrubina no ha sido hasta la fecha determinado, aunque se
apuntan como firmes candidatos un déficit metabolico,
bloqueo en las funciones de las membranas plasmaticas y/o

alteraciones enzimaticas.

El modelo animal por excelencia para el estudio de la
neurotoxicidad inducida por la bilirrubina, es la rata Gunn,
una cepa mutante que desarrolla ictericia inmediatamente
después del nacimiento, asi como hipoplasia cerebelosa,
paralisis cerebral, pérdida de audicion, problemas visuales y
dentales y, en ocasiones, retraso mental (Yamamura y
Takagishi, 1993; Conlee y Shapiro, 1997). Estudios en
animales de experimentacion han demostrado que las crias

de ratas ictéricas Gunn eran mas sensibles al agente



excitotoxico NMDA que sus hermanas heterocigoticas; en los
animales homocigoticos, la lesion se incrementaba al
bloquear la union de la albumina con la bilirrubina mediante
un tipo de sulfonamida, la sulfadimetoxina: por el contrario
las lesiones disminuian al tratarlas con el MK-801, lo que
sugiere que, al menos en parte, la encefalopatia es debida a
un mecanismo excitotoxico (MacDonald y cols., 1998). El
periodo critico para el dano causado por la exposicion de la
bilirrubina a las neuronas de Purkinje en la rata oscilo entre
el dia 3 y el 12, siendo el 7 el mas critico (Keino y
Kashiwamata, 1989). Un detallado estudio de las células de
Purkinje durante la exposicion a la bilirrubina en ratas Gunn
(homocigoticas), mostro que las neuronas que
experimentaron diferenciacion eran las mas susceptibles a la
muerte celular. En posteriores estudios, que incluian cultivos
celulares de neuronas granulares y ceélulas de
neuroblastoma, se demostro su sensibilidad a la bilirrubina

(Amit y cols., 1989).

1.6.9. Acido Kainico

Tiene accion sobre neuronas inmaduras y adultas de la
meédula espinal de la rata (Windenfalk y cols., 2001),
neuronas auditivas cocleares del pollo (Shero y cols., 1998),
capa CA3 del hipocampo del raton mutante pS3 (Kitamura y
cols., 1998), y neuronas de la corteza limbica de ratas
(Csernansky y cols., 1998). Asimismo, la administracion de

este acido provoca lesiones permanentes del SNC, con



reaccion astroglial y microglial, asi como aparicion de

calcificaciones distroficas (Gayoso y cols., 2003).

1.6.10. Volkensina

Son 2 potentes toxinas pertenecientes a la familia de
“Proteinas inactivadoras de los Ribosomas” (IRPs). Se las ha
utilizado  fundamentalmente en = experiencias  sobre
degeneracion neuronal como consecuencia de lesiones de tipo
inmune. En cultivos de microglia, se obtuvo un 50% de
toxicidad tras una exposicion de 24 horas a la volkensina (a
una concentracion de 2,2x10-12M, e igualmente una
inhibicion de la sintesis de proteinas del 50%, empleando una
dosis de 2x10-1“M (Sparapani y cols., 1997). Los granos
cerebelosos en cultivo sobreviven 24 horas a la accion de la
volkensina, aunque su sintesis de proteinas esta inhibida por
el neurotoxico con una efectividad muy similar a la observada

en los cultivos de astrocitos (Sparapani y cols., 1997).

Por otro lado, la volkensina, inyectada directamente en la
corteza cerebelosa, provoca reaccion astroglial y microglial;
asi, la activacion astrocitica, puesta de manifiesto mediante
la PAGF, fue concomitante con signos tempranos de muerte
neuronal, incrementandose progresivamente. La respuesta de
la microglia, detectada mediante técnicas IHQ (0OX-42), se
pueso de manifiesto al 2° dia. A los 7 dias, una intensa

positividad para ED-1 revelo actividad fagocitica de la



microglia, persistiendo ésta durante la segunda semana

(Cevolani y cols., 2001).

1.6.11. Vitronectina

Es una glicoproteina ligante de la heparina presente en el
suero en cantidades que oscilan entre 200 - 400 p/ml.
Asimismo se localiza en numerosos tejidos como un
componente de la matriz extracelular. Posee propiedades
neurotroficas, induciendo la adhesion y crecimiento neuronal
(Gladson y cols., 1997; Grabham y cols., 1992). También se
ha senalado que posee propiedades reguladoras del
complemento, de la coagulacion y de los sistemas
fibrinoliticos (Milis y cols., 1993; Preissner y Jenne, 1991;
Sheehan y cols., 1995). Generalmente la vitronectina se
colocaliza en puntos de activacion del complemento, los
cuales son reactivos para neoantigenos. Este hecho ha sido
observado en la enfermedad renal y en cerebros afectos de la
enfermedad de Alzheimer (Bariety y cols., 1989; McGeer y
cols., 1992). En este ultimo caso (Enfermedad de Alzheimer),
la vitronectina se colocaliza con el péptido [I-amiloide
presente en las placas y ovillos neurofibrilares (Akiyama y
cols., 1991; McGeer y cols., 1992). Este toxico se une a
células que expresan un grupo de receptores de integrinas
que reconocen la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp.
Aunque la vitronectina es producida fundamentalmente en el
higado (Seiffert y cols., 1994), otros tejidos y células pueden
expresar Vn mRNA. Esto incluye cerebro, corazon, tejido

adiposo y musculo esquelético de raton (Seiffert y cols.,



1994). Asimismo se ha observado que ciertos tumores
neuroblasticos humanos pueden asimismo expresar Vn

mRNA (Gasque y cols., 1996; Gladson y cols., 1996).

En lo que respecta al cerebelo se ha demostrado su
presencia, mediante técnicas IHQ, en las neuronas de
Purkinje humanas. El patron de localizacion intracelular
parece sugerir que estas células son productoras de la
sustancia pero que no se une a ellas (Walker y McGeer,
1998). Estos mismos investigadores demostraron que la Vn
mRNA puede ser detectada en RNA extraido del cerebelo
humano y del cortex temporal, de neuronas humanas
diferenciadas a partir de la linea celular de teratocarcinoma
NTera2, asi como de células de dos lineas de neuroblastoma
(indiferenciada una, acido retinoico diferenciada SH-SYS3Y la

otra).

1.6.12. Delta - 9 - Tetra-Hidro-Cannabinol

En un trabajo publicado en el ano 2002, Suarez y cols.
analizan la respuesta de las células astrogliales cerebelosas a
la exposicion pre y perinatal del toxico 6 - 9 — Tetra-Hidro-
Cannabinol (THC), asi como en tres estadios postnatales
diferentes y en ambos sexos. Para determinar como afecta
directamente el THC al desarrollo de la astroglia, investigaron
los efectos del toxico en los cambios morfologicos de los
astrocitos, asi como la expresion de dos marcadores
selectivos del linaje de éstas celulas (Proteina acida

gliofibrilar, GFAP y Glutamina sintetasa, GS). Demostraron



que la administracion de THC durante el desarrollo tiene
efectos deletéreos sobre la maduracion de las células gliales
cerebelosas en desarrollo, pudiendo incluso interferir con la
diferenciacion astroglial mediante una via dependiente del
sexo. El efecto de los cannabinoides en el desarrollo de las
células cerebelosas de la estirpe astrocitica (astrocitos y glia
de Von Bergmann), es la reduccion de la sintesis de
proteinas, aunque tanto la GFAP como la GS disminuyen en
la astroglia, no solo durante la exposicion al THC, sino
también en edades adultas (Suarez y cols., 2002). Estos datos
sugieren que la exposicion pre y perinatal al THC interfiere
directamente con la maduracion astrocitaria debido a
alteraciones en la formacion del citoesqueleto, puesta de
manifiesto por la disposicion irregular de los filamentos de
GFAP, asi como por la escasa expresion de GFAP observada
en todas las etapas estudiadas. La exposicion de THC
durante del desarrollo puede, asimismo, modular la actividad
glutamaérgica, aunque la expresion de GS esta reducida en
los cerebros expuestos al THC. La expresion de GS se
incrementa progresivamente tras la ausencia de THC,
recuperando los valores normales a los dos meses de retirado

el tratamiento de THC (Suarez y cols., 2002).

1.6.13. Triclorfon

Esta sustancia es un compuesto organofosforado (Dimetil-
fosfito (fosfonato) de 2-2-2-tricloro-1-hidroxil-etilo) que se
transforma de forma espontanea a diclorvos, un inhibidor de

la acetil-colinesterasa. En medicina veterinaria se ha



empleado contra los ectoparasitos y endoparasitos asi como
en acuicultura contra los parasitos de los salmones (piojos).
En medicina humana se ha empleado en el tratamiento de la
esquistosomiasis y en ensayos clinicos de tratamientos contra
la enfermedad de Alzheimer; cuando se administra triclorfon
a cobayas embarazadas, la descendencia presenta signos de
atrofia cerebelosa (Mehl y cols., 1994). En estos animales
(cobayas) el periodo critico oscila entre los dias 40 y 50 de
gestacion (Hjelde y cols., 1998). Los efectos toxicos pueden
ponerse de manifiesto en numerosas partes del cerebro,
siendo la mas sensible el cerebelo, seguida de la meédula
espinal y el hipotalamo; en la corteza cerebelosa la lesion se
caracteriza por la degeneracion de las neuronas granulares
en las capas interna y externa y como consecuencia de este
hecho se produce una atrofia cerebelosa; una dosis unica y
elevada de triclorfon, administrada el dia 42 de gestacion,
provoca que no se desarrolle el cerebelo por inexistencia de
crecimiento celular; se ha comprobado que el triclorfon, y su
metabolito activo, el diclorvos, metilan la adenina del ADN;
Badawi en 1998 mostré que la administracion de triclorfon a
ratas, metilaba la 6-OH-guanina en el higado y el rinon e

inhibia la enzima reparadora del ADN O¢-metil-transferasa en

el higado.
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Existe una comunicacion del efecto teratogénico del triclorfon
en el ser humano; las mujeres de una pequena aldea de
Hungria consumieron pescado muerto a consecuencia de
haber ingerido altas dosis de triclorfon; se asumié que las
lesiones eran debidas a una trisomia, resultado de un error
de la meiosis en la ovogénesis; cuando ovocitos de raton
fueron expuestos a triclorfon durante 3 horas en la
fecundacion, se produjeron aberraciones que afectaron a los

cromosomas durante la metafase — II (Yin y cols., 1998).

Las observaciones ya descritas en la descendencia de cobayas
tratados con el triclorfon, pueden ser reproducidos en cultivo
empleando neuronas granulares cerebelosas de la rata, tras
una exposicion de diclorvos y triclorfon. Tras una corta
exposicion (3 horas), el diclorvos es mucho mas toxico que el
triclorfon, mientras que después de 24 horas de tratamiento
ambos componentes son igual de toxicos; este fenéomeno
indica que el triclorfon ejerce su efecto toxico principalmente
a través de su transformacion en diclorvos (Hjelde y cols.,

1998; Mehl y cols., 1994).

Por otro lado, las células granulares cerebelosas murieron por
exposicion a agentes metilantes del ADN tales como el MAM,
sulfonato de metil-metano e inhibidores del enzima O6°-

guanina-metil transferasa tales como la O%-benzil-guanidina;



por el contrario, el sulfonato de etil-metano, el etil-triclorfon y
el dimetoato fueron mucho menos eficientes. Estas
investigaciones sugieren que la metilacion del ADN y la
inhibicion de su reparacion puede ser un posible mecanismo
de toxicidad; los estudios “in vitro” de Fonnum y Lock, en el
ano 2000, demostraron que el diclorvos inhibia asimismo un
enzima de Escherichia coli, la O°-guanina-metil transferasa,
que es muy similar a su equivalente humana; por otro lado,
el diclorvos era letal para 2 cepas mutantes de E. coli,
deficientes en la reparacion del ADN; uno de los mutantes
presentaba déficit de O°-guanina-metil-transferasa mientras
que el otro mutante era deficiente en glicosilasas; esto
demuestra que la metilacion del ADN y la inhibicion de su
reparacion por el diclorvos, contribuye a la lesion (Mehl y

cols., 2000).

1.6.14. Acido-L-2-Cloropropiénico

Ha recibido ultimamente gran atencion ya que,
experimentalmente, se ha demostrado que presenta una alta
especificidad por un tipo neuronal particular: la célula
granular de la corteza cerebelosa (Jones y cols., 1995; Jones
y cols., 1997; Lock y cols., 1995; Lock y cols., 1997; Williams
y cols., 1999, Williams y cols., 2001a; Williams y cols.,
2001b; Simpson y cols., 1996a; Simpson y cols., 1996Db).
Estos autores emplean el neurotoxico, tamponado con
hidréxido soédico, a una dosis unica de 750 mgs., o bien 3
dosis de 250 mgs. durante 3 dias consecutivos a ratas

albinas, via oral, mediante sonda gastrica; en sus



observaciones aprecian necrosis granular a las 72 horas de
finalizado el tratamiento, acompanado de un marcado edema
pericelular, sobre todo alrededor de las neuronas de Purkinje,
y una intensa reaccion astrogial en las areas de lesion de la

capa granular cerebelosa.

Sorprendentemente éste acido posee efectos toxicos en los
animales adultos y no durante el desarrollo. La lesion
neuronal puede prevenirse por medio del MK-801, un
antagonista del receptor NMDA (Widdowson y cols., 1996,
Lock y cols., 1997); la toxicidad del acido-L-2—cloropropionico
puede incrementarse si se administra conjuntamente con L-
butionina-sulfomixina, un inhibidor de la sintesis del
glutation, o bien disminuir por administracion de un
precursor del glutation, su éster isopropilico (Wyatt y cols.,
1996); por consiguiente, el glutation antioxidante parece
proteger contra los efectos toxicos del acido-L-2-
cloropropionico. Otros antioxidantes tales como Ila
dimetiltiourea o aminoesteroides tienen escaso efecto “in vivo”

(Widdowson y cols., 1997).

En el ano 2000 Sturgess y cols., publicaron un trabajo acerca
de la accion del acido-L-2-cloropropionico en cultivo de
neuronas granulares; determinaron que la dosis toxica se
redujo con el aumento del tiempo de cultivo; durante el
periodo comprendido entre los dias 3 — 11 de cultivo, el nivel

de glutation disminuy6 en las neuronas. También en esta



situacion, el antagonista del NMDA, MK-801, proporciona
cierta proteccion contra la accion toxica del acido, aunque en
menor proporcion que “in vivo”; la vitamina E, un potente
antioxidante y la ciclosporina A, un  inhibidor de la
permeabilidad mitocondrial, ofrecen una buena proteccion “in
vitro”. Estos estudios indican que el efecto toxico “in vitro”
también incluye radicales libres del oxigeno; el efecto
protector de la ciclosporina A sugiere que los radicales de
oxigeno podrian estar asociados con la despolarizacion de la
membrana mitocondrial y la produccion de estos radicales

libres por parte de las mitocondrias (Sturgess y cols., 2000).

1.6.15. Radiacion Ionizante

La exposicion a las radiaciones ionizantes destruye células en
proceso de division y de migracion. Asi, las células de la capa
granular externa del cerebelo en desarrollo son
particularmente sensibles a la radiacion; la exposicion de
ratas embarazadas a una dosis simple de cuerpo completo,
de 0,5 Gy, en los dias 17, 18, 19 o 20 de gestacion, determina
atrofia cerebelosa en las crias; estos resultados sugieren una
relacion directa entre migracion, proliferacion y maduracion
de las neuronas granulares y su induccion por las células de
Purkinje (Ralcewicz y Persaud, 1995). Bajos niveles de
irradiacion de rayos-X al cerebelo a los 15 dias del

nacimiento, determina abundante pérdida de neuronas

granulares, en cesta y estrelladas (Puro y Woodward, 1978).

Cuando los rayos-X se dan entre los dias 5-14 postnatales, el



91% de las neuronas granulares ha desaparecido en el dia 35

(Bruni y cols., 1993).

Finalmente, y como resumen del apartado de neurotoxicos,
podemos decir que el cerebelo es un organo diana de
numerosos compuestos quimicos y fisicos. Las neuronas
granulares y las células de Purkinje son, con gran diferencia,
los elementos celulares mas propicios para la accion
neurotoxica; algunos de estos componentes actian a través
de la produccion, por excitotoxicidad, de radicales libres; una
deficiencia de antioxidantes, tales como el glutation, puede
ser un importante factor en la génesis de la neurotoxicidad.
En el caso del triclorfon, la inhibicion de los mecanismos de
reparacion del ADN puede jugar un papel crucial en la
muerte neuronal durante el desarrollo. Un mecanismo similar
se postula para la neurotoxicidad mediada por haluros de

alquilo.



2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS



Por todo lo anteriormente expuesto en el apartado de
Introduccion, nos hemos planteado, en el presente trabajo de
Tesis Doctoral, estudiar la accién de un Neurotéxico, el Acido
L-2-Cloro-Propionico, sobre un area determinada del Sistema
Nervioso Central, la corteza cerebelosa. Para ello utilizaremos

la rata albina de experimentacion (variedad Sprague Dawley).

Nos planteamos los siguientes objetivos:

1.- Valorar, desde el punto de vista histologico e
inmunohistoquimico, la accion del neurotéxico, disuelto al
2% en el agua de bebida, sobre la corteza cerebelosa y la
respuesta celular que este fenomeno origina, asi como
comprobar las posibles variaciones que se puedan producir,
cuando se administra el acido-L-2-cloropropionico durante 3,

10y 17 dias.

Asimismo seran de gran interés para nosotros, y se
estudiaran convenientemente, los fenomenos que afecten a
las neuronas granulares corticocerebelosas, asi como la
posible implicacion, o no, de otros elementos celulares que

pudieran ser reactivos a la accion del neurotoxico.

2.- Estudiar la evolucion de los animales de experimentacion,
y sus caracteristicas morfologicas, tras haber ingerido el
neurotoxico durante un periodo de tiempo fijo (6 y 21 dias

respectivamente) y cuando se obtengan las muestras



histologicas a los 20 y 100 dias respectivamente de haber

suspendido el tratamiento con el acido-L-2-cloropropionico.

3.- Finalmente, postularemos si este modelo experimental es
factible para el estudio de la respuesta del Sistema Nervioso

Central a un agente quimico, especifico en su neurotoxicidad.



3. MATERIAL Y METODO



3.1. Animal de Experimentacion.

Hemos utilizado en el presente trabajo de Tesis Doctoral
ratas albinas (Rattus norvegicus) de la variedad Sprague
Dawley, procedentes de las dependencias, localizadas en la
Facultad de Medicina, del Estabulario de la Universidad de
La Laguna. No se realizaron distinciones en cuanto al sexo de
los animales, oscilando su peso entre 250-300grs., siendo
alojados en cajas de plastico standard con alimentacion
convencional y agua “ad libitum”. Todos los procedimientos
de estabulacion y de experimentacion siguieron la normativa,
acerca del cuidado de los animales de experimentacion de la
Universidad de La Laguna y las recomendaciones de la

Directiva de Helsinki sobre este mismo tema.

El neurotéxico empleado en nuestro estudio fue el Acido-L-2-
Cloropropionico (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid),
administrado en los biberones del agua de bebida, en una
proporcion del 2%. A los animales control se les suministro

unicamente agua.

Una vez cumplidos los dias establecidos y en el momento de
obtencion de las muestras tisulares, se sacrificaron los
animales con una sobredosis de dioxido de carbono (Oxican,

Tenerife).



3.2. Estudio histoldgico.

Fue llevado a cabo con técnicas convencionales de
microscopia oOptica (Fijacion en Formol 10%, inclusion en
parafina, cortes en un microtomo de parafina de la marca
Leica modelo RM2035 a 3 micras, tenidos con técnicas
histoquimicas, tales como Hematoxilina-Eosina y Kluver-
Barrera e inmunohistoquimicas: Proteina Acida Gliofibrilar,

Neurofilamentos, CD68 y PCNA).

Asimismo se realizaron inclusiones de microscopia
electronica, procediéndose a la fijacion en glutaraldehido al
2,5 % en Tampon Millonig; la inclusion se llevo a cabo en
resina EPON y los cortes semifinos, de 1 micra de grosor y
tenidos con Azul de Toluidina, fueron observados en un
Microscopio Nikon modelo Optiphot-2, con un sistema

fotografico acoplado.

3.3. Descripcion de las Series.

3.3.1 Serie Control.

A los animales de esta serie no les fue administrado el
neurotoxico Acido L-2-Cloropropiénico, suministrandoseles

unicamente agua.

Numero de animales empleados: 10



3.3.2. Serie Experimental - A

Se establecieron 3 grupos denominados Al, A2 y A3
respectivamente, en funcion de los dias de evolucion que

tuvieron los animales, tras la administracion del neurotéxico.

Grupo - Al: 3 dias de evolucion tras la administracion del

neurotoxico

Numero de Dias de evolucion
animales
10 3

Grupo - A2: 10 dias de evolucion tras la administracion del

neurotoxico.

Numero de Dias de evolucion

animales

10 10




Grupo - A3: 17 dias de evolucion tras la administracion del

neurotoxico.

Numero de Dias de evolucion
animales
10 17

3.3.3. Serie Experimental - B.

Se establecieron 2 grupos denominados Bl y B2
respectivamente, en funcion de los dias de evolucion que
tuvieron los animales, tras la administracion del neurotoxico

y posterior retirada del mismo.

Grupo- B1: 6 dias de evolucion con el neurotoxico y 20 sin

-

él.

Numero de Dias evolucion con Dias evolucion sin
animales neurotoxico neurotoxico
10 6 20

Grupo — B2: 21 dias de evolucion con el neurotoxico y 100

sin é€l.




Numero de Dias evolucion con Dias evolucion sin

animales neurotoxico neurotoxico

10 21 100

3.4. Técnicas Histologicas Convencionales

3.4.1. Hematoxilina-Eosina

- Hematoxilina de Harris para el diagnoéstico citologico de

Papanicolau (MERCK, 1.09253.0500).

- 2 grs. de Eosina disueltos en una mezcla de 140 c.c. de
agua destilada, 640 c.c. de etanol 96% y 9 gotas de acido

acético.

TECNICA DE TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA.

1.- Desparafinar en Xilol e hidratar con etanol en gradaciones

decrecientes (100%, 96%, 90%) hasta el agua destilada

2.- Tenir con Hematoxilina de Harris (1 minuto y 30

segundos)
3.- Lavar en agua corriente

4.- Tenir con Eosina (1 minuto)




5.- Deshidratar con etanol en gradaciones crecientes (90%,

96%, 100%)

6.- Aclarar en Carbolxilol, Xilol y montar en Eukitt

3.4.2. Kliiver - Barrera
- Solucion de Trabajo — A
Luxol Fast Blue 0,1% en etanol 96%

Acido acético 10% (0,5 c.c.)

- Solucién de Trabajo — B
Carbonato de litio 1% (15 c.c.)

Agua destilada (95 c.c.)

- Solucion de Trabajo — C
Violeta de Crescilo 0,25% (120 c.c.)

Acido acético 1% (1 c.c.)

TECNICA DE TINCION COM KLUVER-BARRERA.
1.- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada
2.- Solucion de Trabajo — A (24 horas, en estufa y tapado)

3.- Lavar en agua destilada



4.- Etanol de 96% (Eliminar el exceso de colorantes, 5

minutos)

5.- Lavar en agua destilada

6.- Solucion de Trabajo — B (Diferenciar)
7.- Etanol de 70% (5 segundos)

8.- Lavar en agua destilada

9.- Solucion de Trabajo - C (agua caliente bajo las

preparaciones, 25”)
10.- Deshidratar a partir de Etanol de 96% y 100%

11.- Aclarar en Carbolxilol, Xilol y montar en Eukitt

3.5. Técnicas Inmunohistoquimicas.

Todo el estudio inmunohistoquimico fue realizado con Kkits

reactivos comerciales (DAKO, Glostrup, Dinamarca).

Estas técnicas se llevaron a cabo utilizando un sistema
automatizado de tincion y especifico para este tipo de
anticuerpos (Techmate Horizon, LJL Biosystems, EE.UU.)
(Figs. 1A, 1By 1C).
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ANTICUERPOS UTILIZADOS.

Anticuerpo anti - Proteina Acida Gliofibilar.
Codigo: HOO83

Anticuerpo anti - Neurofilamentos.

Codigo: N1591

Anticuerpo anti - CD68.

Codigo: H7122

Anticuerpo anti - PCNA.

Codigo: PC10

TECNICA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA.

Los cortes se realizaron a partir de las muestras fijadas en

Formol 10% e incluidas en parafina.

En general, para la realizacion de las técnicas
inmunohistoquimicas, fueron necesarias las siguientes
etapas: una vez realizados los cortes histologicos se colocaron
en xilol (3 pases de de 15 minutos cada uno) y seguidamente
dos pases de alcohol etilico absoluto de 10 minutos cada uno;
se continud la hidratacion con un pase de etanol al 96%
durante 5 minutos, otro pase de 5 minutos de etanol al 70%

y por ultimo 5 minutos en agua destilada.



A todos los anticuerpos empleados se les hizo un
pretratamiento con tampon citrato en olla express. A partir

del momento de hervir, se contabilizaron 2 minutos.

Enfriamiento: Las muestras se dejaron enfriar a temperatura

ambiente.

Como ya se indico previamente se utilizo un dispositivo
automatizado de tincion, en concreto el Techmate, modelo
Horizon (DAKO). Este aparato consta de un brazo articulado
donde se colocaron los portaobjetos con las diferentes
muestras del estudio, de forma que a cada portaobjeto se le
aponia otro para la misma determinacion, dejando un
pequeno espacio entre ambos, con la finalidad de que, al ser
introducidos en diferentes soluciones, estas ascendieran por
capilaridad y se pusieran en contacto con la muestra. Dicho
brazo se desplaza en sentido horizontal y se coloca encima de
una hilera de pocillos. Cada una de estas hileras de pocillos
contenia un tipo de solucion. Las soluciones para la
visualizacion de las muestras vienen en un kit (DAKO),
mientras que el anticuerpo primario esta individualizado.
Una vez el brazo alcanzaba una hilera de pocillos dada,
realizaba un desplazamiento en sentido vertical y hacia abajo,
quedando los portaobjetos introducidos parcialmente en ellos
durante un tiempo determinado. Seguidamente, previo lavado
y secado de las muestras, se desplazaba a otra hilera de

pocillos y repetia la operacion.



El contenido de las hileras de pocillos (Fig. 2) y su orden fue

el siguiente:
1.- Un pase por tres hileras de pocillos con PBS
2.- Un pase por una hilera de pocillos con agua destilada

3.- Un pase de 25 minutos por una hilera de pocillos con el

anticuerpo primario

4.- Un pase de 25 minutos por una hilera de pocillos con

solucion biotinilada (medio de visualizacion)

S.- Tres pases de 2 minutos y 30 segundos por una hilera de

pocillos con un bloqueante de la peroxidasa endogena

6.- Un pase de 25 minutos por una hilera de pocillos con

estreptoavidina —peroxidasa

7.- Tres pases de 2 minutos y 30 segundos por una hilera de

pocillos con diaminobencidina

8.- Un pase de 2 minutos por una hilera de pocillos con

Hematoxilina

El proceso total tiene una duracion de 2 horas y 30 minutos.

3.6. Técnicas de Microscopia Electronica

3.6.1. Tampones.



3.6.1.1. Tampon Millonig

SOLUCIONES STOCK.

Solucion — A: Fosfato monosodico al 2,26% en agua destilada
Solucion — B: Hidroxido sodico al 2,52% en agua destilada
Solucion — C: Glucosa al 5,4% en agua destilada

Solucion — D: Cloruro calcico al 1% en agua destilada

SOLUCIONES DE TRABAJO.
Solucion — A: 1660 c.c.
Solucion — B: 340 c.c.
Solucion — C: 200 c.c.
Solucion — D: 10 c.c.

De la mezcla de las soluciones A y B se retiraron 200 c.c. y, a

continuacion, se anadieron las soluciones C y D.

El pH de la solucion mezcla final oscil6é entre 7,2 — 7,4.

3.6.1.2. Tampon Cacodilato Sodico.
SOLUCION STOCK.

Se disolvieron 2,14 grs. de Cacodilato sodico 0,2M en 500 c.c.

de agua destilada y a continuacion se anadieron 3,45 c.c. de



Acido Clorhidrico 1N (3,6 c.c. de Acido clorhidrico comercial

disuelto en 21,4 c.c. de agua destilada).

SOLUCION DE TRABAJO.

Solucion Stock disuelta en agua destilada a partes iguales.

3.6.2. Liquidos fijadores.
3.6.2.1. Glutaraldehido.
Glutaraldehido comercial (10 c.c.)

Tampon Millonig (90 c.c.)

3.6.2.2. Osmio.

Disolvimos una ampolla de Tetroxido de Osmio (500 mgrs.) en
50 c.c. de Tampoéon Cacodilato soédico 0,1M. Se conserva en

recipiente oscuro y en nevera.

3.6.3. Resina de Inclusion EPON

Este tipo de resina epoxidica es la mezcla de 4 componentes:
Epikote 812, Anhidrido dodecenil succinico (DDSA),
Anhidrido metil nadico (MNA) y N,N-Dimetil bencil amina
(BDMA).



SOLUCION DE TRABAJO DE LA RESINA EPON.
1.- Epikote 812 (13 c.c)

2.- DDSA (8 c.c.)

3.- MNA (7 c.c.)

4.- BDMA (16 gotas)

Estos reactivos se prepararon el dia de la inclusion y fueron
disueltos en un orden preciso: en primer lugar se mezclaron
muy bien el Epikote 812 y el DDSA, procurando obtener una
mezcla homogénea en cuanto a color, olor y apariencia;
seguidamente se anadio el MNA y por ultimo el BDMA, en
donde se pudo apreciar ya el cambio de viscosidad de la
mezcla, pasando a tener una consistencia mas liquida; hasta

el momento de uso se almaceno en nevera.

TECNICA DE INCLUSION.

Una vez fijadas las muestras en Glutaraldehido, se lavaron en
Cacodilato sodico (2 pases de 15 minutos cada uno), para,
inmediatamente, realizar la post-fijacion con el Osmio (1 hora
— toda noche). Al dia siguiente se lavaron en agua destilada y
tampon cacodilato sodico (2 pases de 15 minutos cada uno).
A partir de este momento comenzo la deshidratacion con
alcohol etilico en gradaciones crecientes y en pases de 15
minutos de duracion cada uno (50% - 75% - 95% - 100% -

100%); a continuacion se colocaron las muestras en 6xido de



propileno (un pase de 15 minutos), oxido de propileno y
mezcla final de la resina EPON a partes iguales (45 minutos y
en agitacion) y mezcla final de resina (1 hora). A partir de este
momento se hicieron los bloques en unos dispositivos
especificos, dentro de los cuales se coloca el numero
correspondiente a cada muestra y empleando la resina

preparada previamente (Fig. 2).

Una vez realizados los bloques se cortaron a lum en un
ultramicrotomo LKB modelo Ultrotome III, utilizando
cuchillas de vidrio, y los cortes semifinos obtenidos se
montaron en un portaobjetos y fueron tenidos con azul de
toluidina, resultante de la mezcla de 1 gramo de azul de
toluidina, 1 gramo de Boérax y 50 c.c. de agua destilada. La

observacion microscopica se realizo con el microscopio Nikon



citado previamente en el apartado de las técnicas

convencionales.



4. RESULTADOS



4.1. Serie Control.

Tanto las capas de la corteza (molecular, de células de
Purkinje y granular) como la sustancia blanca cerebelosa de

los animales pertenecientes a esta serie, no presentaban

anomalias en su estructura (Fig. 1).

Fig. 1: Estructura histologica normal de la corteza cerebelosa y

la sustancia blanca - Kltver-Barrera

Fig. 2: Capa molecular tefiida con Kltiver-Barrera; se observan

nucleos de interneuronas, glia y vasos.

Asi, la capa molecular mostraba su tipica estructura con
abundante componente fibroso y sinaptico, destacando los
nucleos de las neuronas en cesta y estrelladas, de las células
gliales (Fig. 2), asi como formaciones vasculares,
prolongaciones dendriticas de las neuronas de Purkinje y de

la glia de Bergmann (Fig. 3).



Con respecto a la capa de células de Purkinje, tampoco se
apreciaban modificaciones, destacando su tipico arbol
dendritico y voluminoso soma; en ocasiones eran evidentes
algunos organulos como el RER (Grumos de Nissl), puestos
de manifiesto con la técnica de Kluver-Barrera (Fig. 4). Al
emplear la  técnica  inmunohistoquimica  de los
neurofilamentos, se destacaba la disposicion de las dendritas
en la capa molecular asi como las cestas que rodean el soma
de estas células, procedentes de las interneuronas de igual

nombre localizadas en la molecular (Figs. 5-6).

Fig. 3: Proyecciones de la Glia de Bergmann en la capa molecular (Proteina
Acida Gliofibilar - PAGF)




Fig. 4: Neurona de Purkinje con dendrita primaria y grumos de Nissl
perinucleares - Kltiver-Barrera

Fig. 5: Neuronas de Purkinje en las que se aprecian las ramas dendriticas
principales en la capa molecular - NF




Fig. 6: Somas de neuronas de Fig. 7: Capa Granular con

Purkinje rodeados por NUMErosos y pequenios granos.
provecciones axoénicas de las T.a snstancia hlanca anarece tefida

Respecto a la capa granular, el elemento neuronal
caracteristico es el grano cerebeloso; conjuntamente con
estas células se distinguian otras estructuras, tales como las
interneuronas de Golgi - II, células gliales y elementos
vasculares. Por otro lado, y subyacente a esta capa granular,
se disponia un tracto de sustancia blanca que centraba las

laminillas cerebelosas (Fig. 7).



Cuando se realizaron cortes semifinos se apreciaban mejor
las caracteristicas celulares de las neuronas granulares
(nacleo redondo y cromatina perinuclear en grumos), asi
como la presencia de alguna de las interneuronas de Golgi -

11 (Fig. 8).

Fig. 8: Capa granular: se distinguen las caracteristicas nucleares de los
granos y una neurona de Golgi-II - AT

4.2. Serie - A.

Como ya se indico en el apartado de Material y Métodos se
establecieron 3 grupos (Al, A2 y A3), en funcion de los dias
de evolucion de los animales, tras la administracion del Acido

L-2-Cloropropionico.



4.2.1. Grupo - Al: 3 dias de evolucion tras la

administracion del neurotoxico.

El estudio microscopico de las muestras de corteza
cerebelosa mostréo una estructura absolutamente normal de
las mismas; tanto las capas molecular (Fig. 9), de células de
Purkinje y granular no presentaban alteraciones neuronales,

gliales ni vasculares (Fig. 10).

Cuando se tineron con PAGF, era evidente la distribucion de
los elementos gliales de naturaleza astrocitica, tales como la
glia de Bergmann y los astrocitos protoplasmicos (Fig. 11) y

fibrosos.

Fig. 9: Grupo - Al: Corte semifino, tefiido con Azul de
Toluidina, donde destaca un capilar en la molecular




Fig. 10: Grupo - Al: Capilares, neuronas de Purkinje, molecular y granular,
tefiidos con Azul de Toluidina

Fig. 11: Grupo - Al: Prolongaciones astrocitarias en la capa granular -

4.2.2. Grupo - A2: 10 dias de evolucion tras la

administracion del neurotoxico.

A partir del dia 10 comenzaron las alteraciones en la corteza

cerebelosa, visibles ya en aumentos panoramicos (Fig. 12):



edema pericelular alrededor de las neuronas de Purkinje (Fig.
13), con signos similares a los producidos en la hipoxia,

necrosis de las células granulares (Figs. 14, 15 y 16) e

hiperplasia de los elementos gliales astrocitarios (Figs. 17 y
18).

Fig. 13: Grupo — A2: Edema alrededor de una célula de Purkinje.
Destaca su dendrita ascendente - HE

Fig. 12: Grupo - A2: Corteza cerebelosa
a los 10 dias de administrado el NTx.

Destaca 1a necrosis en laminillas v




Fig. 14: Grupo — A2: Tracto de sustancia blanca separando
neuronas granulares normales y necroticas - HE

Fig. 15: Grupo — A2: Menor tamano de granos necroéticos
adyacentes a un tracto de sustancia blanca - KB

Fig. 16: Grupo — A2: Sustancia blanca y necrosis granular focal
entre granos normales — Kltiver-Barrera




Cuando se observaban con detalle los diferentes cortes, se
puso de manifiesto que la necrosis de las neuronas
granulares no seguia un patron caracteristico, sino que se
producian necrosis focales en las laminillas, pudiendo, en

ocasiones, afectar a practicamente la totalidad de la misma.

Como se indicé previamente, de forma simultanea con la
necrosis granular y las modificaciones edematosas de las
neuronas de Purkinje, se produjo una hiperplasia de
elementos gliales de naturaleza astrocitica. Este marcado
hecho morfologico lo pusimos en evidencia cuando se
realizaron técnicas IHQ para la Proteina Acida Gliofibrilar

(PAGF).

Esta proliferacion astrocitica estaba localizada,
principalmente, en las areas de la granular donde se habian
producido las necrosis de las neuronas caracteristicas de este

estrato de la corteza cerebelosa (Fig. 17).

Fig. 17: Grupo — A2: Proliferacién astrocitica en la capa granular
afectada de necrosis. Se observan algunos granos normales —




Al realizar las observaciones a mayor aumento eran evidentes
las caracteristicas citologicas de los astrocitos proliferados:
soma relativamente voluminoso, morfologia estrellada y
prolongaciones muy marcadas que se originaban del cuerpo

celular y adquirian una disposicion radial (Fig. 18).

Fig. 18: Grupo — A2: Astrocitos hiperplasicos en la capa granular necrética; se
destacan claramente sus voluminosos somas asi como las prolongaciones radiales
- PAGF




Asimismo, la hiperplasia astrocitica, aunque predominaba en
la capa granular de la corteza, también era evidente en la

sustancia blanca, sobre todo en las areas adyacentes a la

granular (Fig. 19).

Fig. 19: Grupo — A2: Elementos astrocitarios dispuestos en la sustancia blanca préxima a
las areas necroticas de la capa granular - PAGF




Por otro lado, y también en la sustancia blanca, se pudo
determinar gran numero de astrocitos fibrosos en vecindad a
los capilares sanguineos, adoptando su caracteristica

disposicion mediante los pediculos vasculares (Fig. 20).
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Fig. 20: Grupo A-2: Astrocito fibroso de disposicion perivascular; se
destacan claramente dos pediculos vasculares que rodean casi
completamente al capilar sanguineo - PAGF




4.2.3. Grupo - A3: 17 dias de evolucion tras la

administracion del neurotoxico.

A los 17 dias, las alteraciones histologicas eran muy
manifiestas: las laminillas cerebelosas estaban
desestructuradas, con pérdida de la caracteristica
estratificacion cortical (Fig. 21); en ocasiones no existian
neuronas granulares sino restos celulares debidos a la accion
del Neurotoxico (Fig. 22); esta ausencia de granos era
ocupada por una proliferacion celular de naturaleza
astrocitica que incluso podia alcanzar la sustancia blanca y
que se puso claramente de manifiesto cuando se empleaba la
técnica de la Proteina Acida Gliofibrilar (Fig. 23);
ocasionalmente se presentaban focos dispersos de
calcificacion distrofica en las areas de lesion de la capa

granular y zonas adyacentes de la sustancia blanca (Fig. 24).

El estudio inmunohistoquimico con CD68 confirmo6 la
presencia de elementos celulares de la estirpe macrofagica en
la zona de lesion granular (Fig. 25); de igual modo, cuando
empleabamos el PCNA se observo marcada positividad en las

areas lesionadas (Fig. 26).



Fig. 21: Grupo A-3: Laminilla cerebelosa 17 dias después de la
accion del NTx. Se aprecia intensa necrosis en la capa
orannlar asi comao desestriictiiracion de 1a nronia laminilla -

Fig. 22: Grupo A-3: Laminilla cerebelosa en la que se evidencia
la inexistencia de neuronas granulares; Gnicamente se
ohservan restos cehilares. como consecuiencia de 1a accion del

Fig. 23: Grupo A-3: Area necrética granular de una laminilla
cerebelosa que ha sido ocupada por una intensa proliferacion
astrocitica — PAGF




Fig. 24: Grupo A-3: Zonas de calcificacion distréfica tras la accion del neurotdxico; se distinguen

especialmente en las dreas granulares y en vecindad a la sustancia blanca subyacente —KB-

Fig. 25: Grupo A-3: Zona de lesion granular con elementos
macrofagicos que muestran positividad para la técnica

inmiinnhiatamiimica del CDAK

Fig. 26: Grupo A-3: Elementos celulares proliferantes en el area
lesionada puestos de manifiesto con la técnica del PCNA




Cuando observabamos las laminillas afectadas por la accion
del neurotoxico, se apreciaba como la necrosis de las
neuronas granulares no era completa en cada laminilla, sino
que existian focos necroticos en vecindad a otros normales;
este hecho se puede observar en la Fig. 27, donde un tracto
de sustancia blanca separa areas con granos normales de
otras con células granulares necroticas, puestas de

manifiesto por su menor tamano y condensacion nuclear.

Fig. 27: Grupo A-3: Tracto de sustancia blanca que separa
areas granulares necroéticas de normales — KB

En lo que respecta a las células de Purkinje, éstas
presentaban edema perineuronal y modificaciones similares a
las producidas por la hipoxia, (retraccion nuclear e

hipercromatismo) (Fig. 28).



Fig. 28: Grupo A-3: Neuronas de Purkinje con marcado edema pericelular
y ligeras modificaciones de las neuronas estrelladas- HE

La capa molecular no presentaba modificaciones tan
marcadas como las ya senaladas en la capa granular, aunque
se pudieron observar alteraciones en la misma, tales como
descamacion de la neuronas estrelladas y presencia de
elementos macrofagicos (gitterzellen) (Figs. 29 y 30), e

hiperplasia de la glia de Bergmann (Fig. 31).



Fig. 29: Grupo A-3: Capa Molecular con alteraciones de las neuronas estrelladas y en cesta.
Se aprecia la pérdida de continuidad de los elementos constituyentes, tanto celulares
como fibrosos - HE

Fig. 30: Grupo A-3: Capa Molecular tenida con PAGF donde se aprecian las
modificaciones de la misma, con descamacién celular que se proyecta hacia la
capa granular

Fig. 31: Grupo A-3: Hiperplasia de la glia de Bergmann en la capa molecular.
Obsérvense las proyecciones ascendentes que pueden alcanzar la membrana
pial - PAGF




4.3. Serie — B.

De manera similar a la Serie — A se establecieron 2 grupos
(B1 y B2), en funcion de los dias de evolucion de los
animales, tras la administracién del Acido L-2-

Cloropropionico y posterior retirada del mismo.

4.3.1. Grupo - B1: 6 dias de evolucion con el neurotoxico

Y 20 sin él.

Macroscopicamente los animales mostraban déficits motores

similares a los manifestados por los de los Grupos A2 y A3.

Desde el punto de vista histologico las muestras de corteza
cerebelosa presentaban modificaciones estructurales que

afectaban fundamentalmente a la capa granular.

Respecto a la capa molecular, no existian alteraciones
histologicas significativas; Gnicamente se puso de manifiesto
una mayor proporcion de vasos sanguineos dilatados y
congestivos en las meninges, especialmente los de la

piamadre (Fig. 32).



Fig. 32: Grupo B-1: Vaso congestivo y dilatado en la membrana pial de una
laminilla cerebelosa. Obsérvese como la capa molecular no muestra
modificaciones histolégicas significativas - HE

Las células de Purkinje generalmente no presentaban
anomalias citologicas, siendo en todo normales y similares a
las de la Serie Control. Este hecho puede observarse en la
Fig. 33, donde son muy evidentes las cestas que rodean al
soma y la salida del axéon, procedentes de las neuronas en
cesta localizadas en la capa molecular. En algunos casos
pusimos en evidencia cambios morfologicos similares a los

que mostraban en la Serie A.



Fig. 33: Grupo B-1: Neuronas de Purkinje en las que se destacan claramente las
proyecciones axénicas descendentes, originadas a partir de las neuronas en cesta de
la capa molecular que rodean el soma — NF

Finalmente la capa granular mostraba alteraciones similares
a las ya descritas en algunos grupos de la Serie A, a saber:
retraccion citoplasmica e hipercromatismo nuclear y
aparicion de areas necroticas que fueron ocupadas por una
proliferacion glial de naturaleza astrocitica, tal como se
observa en la Fig. 34, donde se distinguen diversos astrocitos
reactivos con sus caracteristicas prolongaciones y soma
voluminoso, tefiidos con la técnica IHQ de la Proteina Acida

Gliofibrilar.



Fig. 34: Grupo B-1: Astrocitos proliferantes en la capa granular; se distinguen
asimismo granos necréticos y destaca el voluminoso soma y las tipicas
prolongaciones radiales astrocitarias — PAGF

4.3.2. Grupo - B2: 21 dias de evolucion con el

neurotoxico y 100 dias sin él.

Con respecto a este ultimo grupo experimental, indicar que
las modificaciones histologicas de la corteza cerebelosa
afectaban principalmente a las capas de células de Purkinje y

granular.

Asi, la capa molecular presentaba alteraciones similares a las
del Grupo B1, estando restringidas a las meninges pial y
dural con fenomenos de congestion y dilatacion vascular (Fig.

35).



Fig. 35: Grupo B-2: Imagen de la capa molecular cerebelosa en un corte de H-
E, donde se distinguen los nucleos de las interneuronas y estructuras
vasculares, en la piamadre y duramadre, dilatados y congestivos

En lo que respecta a las neuronas de Purkinje, mostraban
alteraciones citologicas muy similares a las ya descritas en el
Grupo A3, consistentes en hipercromatismo nuclear y

retraccion citoplasmica (Fig. 36)

Fig. 36: Grupo B-2: Capa de células de Purkinje donde son evidentes
los hechos morfolégicos citados en el texto: retracciéon citoplasmica,
hipercromatismo nuclear asi como, en este caso, edema perineuronal--
H-E




Finalmente, la capa granular era la que presentaba mayores
modificaciones, tanto de forma individual las neuronas
granulares, como la propia estructura del estrato cortical

cerebeloso (Fig. 37).

Fig. 37: Grupo B-2: Laminilla cerebelosa en la que se puede apreciar la pérdida de la
continuidad normal del estrato granular cerebeloso. Por otro lado las células de
Purkinje y la molecular no muestran modificaciones histolégicas — KB

Los principales cambios morfologicos venian marcados por:
intenso cromatismo nuclear y reduccion del diametro celular
(Fig. 38), peérdida de contactos sinapticos en la capa
molecular, a través de las fibras paralelas, asi como de sus
dendritas en los glomérulos, proliferacion de astrocitos (Fig.
39), y fenomenos de calcificacion distrofica en las areas

necroticas granulares (Figs. 40 — 41).



Fig. 38: Grupo B-2: Granos normales a la derecha y necroéticos a la
izquierda, donde se aprecia la reduccion del tamano asi como el
hipercromatismo nuclear; subyacente a estas células se distingue la
sustancia blanca — KB




Fig. 39: Grupo B-2: Intensa proliferacion astrocitica en las areas granulares

necroticas; se distinguen claramente los elementos gliales reactivos con sus

Fig. 40: Grupo B-2: Imagen panoramica de la capa granular donde se aprecian
focos de calcificacién distréfica y en vecindad a granos aliterados (obsérvese su

menar tamannl — HRE

Fig. 41: Grupo B-2: Area granular necrética con intensos focos de calcificacién
distrofica; en vecindad a los mismos se aprecia un tracto de sustancia blanca - HE




Al igual que en la Serie A, la necrosis de los granos no era
completa, sino que se producia en focos necroticos,
permaneciendo intactas zonas mas o menos amplias del

estrato granular.



5..DISCUSION.



En el modelo experimental disenado en la presente memoria,
hemos administrado, disuelto en el agua de bebida, un
neurotoxico (Acido L-2-Cloropropiénico, AL2CP), con
actividad primaria sobre las neuronas granulares de la
corteza cerebelosa. Esta sustancia provoca retraccion
citoplasmica e hipercromatismo nuclear, junto con una
disminucion general del tamano celular de las neuronas
granulares y, de manera indirecta, alteracion de las neuronas
de Purkinje (Jones y cols., 1995-1997; Lock y cols., 1995,
1997; Williams y cols., 1999, 2001a, 2001b; Simpson y cols.,
1996a, 1996b; Widdowson y cols., 1996, 1997; Wyatt y cols.,
1996; Sturgess y cols., 2000; Duffell y Lock, 2004).

A continuacion discutiremos nuestros resultados de una
manera conjunta a los estudios realizados por otros autores,
indicando en cada momento a que Grupo experimental nos
estamos refiriendo. Asi, nuestra Serie control no presento
anomalias histologicas resenables mientras que de Vera y
cols. (2004) encuentran, en sus grupos control (suero salino
por un lado y suero salino con glicerol por el otro), una
ganancia de peso de los animales estadisticamente
significativa, cuando las comparaban con sus grupos

experimentales.



El dano cerebeloso inducido por el AL2CP es similar al
inducido por otros toxicos tales como el metil mercurio y el
cloruro de metilo (Chang, 1977; Rehul y Chang, 1979; Magos
y cols., 1985; Syversen y cols., 1981; Svendsen y cols., 2010;
Jiang y cols., 1985; Landry y cols., 1985; Eustis y cols.,
1988) presentando como hechos histologicos comunes la
necrosis de las neuronas granulares con escasa evidencia de

lesion en la neuronas de Purkinje.

Los granos del cerebelo son las células diana que presentan
antes cambios degenerativos, (a las 36 horas de administrado
el AL2CP por via oral y dosis unica; Jones y cols., 1997); sin
embargo a diferencia del metil mercurio no se ha obtenido
evidencia de que el AL2CP provoque efectos adversos en el
Sistema Nervioso Periférico. Aunque se reconoce que puede
no haber reemplazo de las células granulares desaparecidas
por la necrosis (con la consecuente atrofia cerebelosa y/o
calcificacion) es probable que algunos cambios nucleares
puedan ser reversibles tales la condensacion de la célula
granular (nucleo y citoplasma); en el Grupo Al nuestras
observaciones fueron coincidentes con las referidas a la Serie
Control, en los cuales no se pusieron en evidencia
modificaciones histologicas; por lo tanto la estructura
histologica corticocerebelosa se conservo (capa molecular, de

neuronas de Purkinje y granular); Simpson y cols. en 1996,



encuentran hechos similares en su serie control
(administracion de agua destilada) en un estudio en el que
administraron oralmente una dosis unica del neurotéxico
Acido L-2-Cloropropiénico (AL2CP) de 750 mgs./kg. de peso
corporal o 1 dosis diaria de 250 mgs./kg. durante 3 dias; por
el contrario de Vera y cols. en su trabajo de 2004 inducen
signos de neurotoxicidad a las 72 horas de administrado el
AL2CP, con manifiesta ataxia (oscilando desde la pérdida de
coordinacion motora a una ausencia total del control de la
postura) y pérdida de peso; estos hechos se traducian, en el
estudio histologico, en una severa necrosis granular, sin
alteraciones aparentes en las células de Pukinje; las células
de Golgi, estrelladas y en cesta tampoco mostraban ningun
tipo de anomalia citologica; en cambio un marcado edema
afectaba a las neuronas granulares y células de Purkinje
provocando una destacada espongiosis del neuropilo; en sus
investigaciones de Vera y cols. utilizaron una sonda para la
ingesta oral del acido, mientras que nosotros hemos utilizado
dicho acido (AL2CP) disuelto en el agua de bebida, con lo cual
su accion es mas lenta que mediante la técnica utilizada por

los citados autores.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos puesto de
manifiesto, en fases avanzadas de las experiencias, (Grupo
A2, 10 dias de evolucion tras la administraciondel toxico,

modificaciones histologicas diversas: desde hiperplasia e



hipertrofia celulares, pasando por condensacion nuclear y
retraccion citoplasmica de las neuronas granulares
principalmente; asi, tal y como expusimos en el apartado de
Resultados a partir de los 10 dias de ingesta del neurotéxico
comienzan a identificarse modificaciones histologicas
evidentes: lesiones necroticas multifocales en la capa
granular con areas sanas interpuestas, edema pericelular
alrededor de las neuronas de Purkinje, y moderada
hiperplasia e hipertrofia del componente glial, especialmente
el astrocitico, puesto de manifiesto mediante la técnica de la
Proteina acida gliofibrilar (GFAP); Por otro lado estos hechos
son coincidentes con los estudios de Simpson y cols. en 1996
cuando empiezan a encontrar alteraciones en las laminillas
cerebelosas a las 36 horas de administrado el neurotoxico;
dichas modificaciones estaban representadas por areas
focales de condensacion de neuronas granulares y
ocasionales necrosis de los granos, un marcado edema,
reconocible como una vacuolizacion de la capa granular; en
nuestro trabajo los hechos morfologicos parecen llevar un
retraso en la formacion de los mismos, sobre todo si los
comparamos con el trabajo publicado por Simpson y cols. en

1996.

Asimismo los estudios al microscopio electrénico del grupo de
trabajo de Jones y cols. (1997), describen fenomenos de

condensacion nuclear y citoplasmica de las neuronas



granulares; concretamente su nucleo presentaba un aspecto
crenado, mientras que en el citoplasma las organelas
membranosas (RER, REL y Golgi) aparecian dilatadas, con
vesiculas y contenido claro en su interior, siendo estos

hechos morfologicos constantes.

Cambios precoces en la morfologia cerebelosa de la rata han
sido inducidos por una dosis simple de 10mg/Kg. de metil
mercurio, apareciendo dichas alteraciones a los 3 dias de la
administracion del toxico (Syversen y cols., 1981); los
cambios histolégicos descritos por este autor comprenden
principalmente condensacion del nucleo de las neuronas
granulares con aparente reversibilidad a su estado normal a
los 7 dias; asimismo leves retracciones de la células de
Purkinje también fueron observadas; necrosis granular no fue
observada en el nivel de dosis senalado de metil mercurio,
aunque al aumentar la proporcion y el namero de dosis, se
observaron muerte granular y vacuolizacion extracelular en la
capa de los granos (Syversen y cols., 1981). Por otro lado, en
la rata, las neuronas del ganglio espinal parecen ser mas
sensibles a la intoxicacion por el metil mercurio que las
neuronas granulares cerebelosas (Chang, 1977); por el
contrario, no se observaron efectos adversos en el sistema
nervioso periférico tras la administracion de AL2CP; Syversen
y cols., 1981 han comunicado que las areas cerebelosas de

cambios tisulares tras la administracion del metil mercurio



eran el vermis el nodulo flocular, una distribuciéon con
similitud a la observada por nosotros asi como por Jones y

cols. en 1997.

Los hechos morfologicos encontrados en nuestro trabajo son
coincidentes con los observados por Shiraki en 1979 cuando
determina, con otro toxico, el metil-mercurio, que tiene como
células diana a las neuronas granulares cerebelosas,
provocando los mismos hechos histologicos que el AL2CP;
esta forma quimica del mercurio reacciona con los residuos
de cisteina que simulan al aminoacido metionina, siendo
capaz de atravesar la barrera hemato-encefalica (Mokzran y

cols., 1995; Fonnum y Lock, 2001).

En un estudio de las lesiones inducidas en la capa granular
cerebelosa del raton por inhalacion de cloruro de metilo
(Jiang y cols., 1985) observaron lesiones muy frecuentes en el
parafloculo ventral y mucho menos destacadas en otras areas
del cerebelo; estos investigadores describieron cambios
histologicos tales como nucleos cariorréxicos y condensados
asi como leves fenomenos inflamatorios, y sin modificaciones

de las células de Purkinje y de la vascularizacion.



Respecto al componente glial, como ya indicamos, se produjo
principalmente una hiperplasia de células astrociticas que
fueron claramente identificadas con la técnica de la GFAP;
Lafarga y cols (1998) estudiaron las lesiones de la corteza
cerebelosa en desarrollo tras la administracion de metoxi-azo-
metanol (MAM) y determinaron una marcada expresion de los
procesos gliales, mediante GFAP, en la glia de Von Bergmann
a partir del segundo dia de instaurado el tratamiento (dia 5
del desarrollo embrionario); nosotros hemos encontrado que
la proliferacion astrocitica estaba localizada, no solo en las
areas necroticas granulares sino que también era manifiesta
en la sustancia blanca, sobre todo en areas adyacentes a la
sustancia gris; esta proliferacion de astrocitos que hemos
puesto de manifiesto esta en contradiccion con los hechos
descritos por Kitamura y cols. en 1998 cuando describen que
tras la administraciéon de Acido Kainico a ratones salvajes y
deficientes para pS33, los astrocitos de p33-/- eran
relativamente resistentes a la accion del toxico y solo se
desarrollaba una hiperplasia astrocitica a partir del dia 7 de

comenzado el tratamiento

En nuestro Grupo A3 (17 dias de evolucion tras la
administracion del neurotoxico), las modificaciones
histologicas corticales eran muy manifiestas, abarcando en
ocasiones a la practica totalidad de la corteza cerebelosa; asi,
las laminillas cerebelosas habian perdido su configuracion

tipica y no existian neuronas granulares, estando ocupada



este area por una marcada proliferacion de elementos
celulares de naturaleza astrocitica; cuando se observaba con
mas detalle se ponian de manifiesto restos celulares,
producto de la accion del neurotoxico; estos hechos estaban
de acuerdo con los observados por el grupo de trabajo de

Simpson y cols. (1996).

En nuestra Serie B (Grupos Bl y B2) las modificaciones
morfologicas que encontramos son muy similares a las
descritas para los diferentes grupos de la serie A; de forma
resumida: necrosis granular, hiperplasia e hipertrofia de los
astrocitos y de la glia de Bergmann y consiguiente
desestructuracion de las laminillas cerebelosas; en el caso del
Grupo Bl se administro el AL2CLP durante 6 dias y se le
retir6 posteriormente hasta alcanzar los 20 dias totales de
evolucion: por otro lado, en el Grupo B2, tal como se
describi6 en el apartado de Resultados, el neurotoxico fue
administrado a los animales de experimentacion disuelto en
el agua de bebida durante 21 dias y se les dejo evolucionar

100 dias mas.

Gonzalez-Burgos y Alejandre-Gomez en su trabajo publicado
en 2005 encuentran que tras la intoxicacion con etanol de

ratas en fase pregestacional, la descendencia, a los 21 dias



del nacimiento, mostraba la capa granular -cerebelosa
engrosada; sus elementos celulares mas destacados, los
granos, presentaban dendritas mas largas que aquellos
correspondientes a su grupo control (administracion de
agua), cuando utilizaban una modificacion original y propia
del método de Golgi, aunque el numero de dendritas

permanecia constante en todos los grupos.

Por otro lado, estos mismos autores encuentran
modificaciones evidentes en las células gliales de Von
Bergmann; dichas alteraciones venian representadas por
signos de inmadurez, tales como un menor numero de
engrosamientos en sus procesos astrocitarios; estos hechos
no concuerdan con nuestros hallazgos ya que en nuestras

series no existian modificaciones estructurales.

Cabe destacar que en 2 de nuestros grupos observamos
fenomenos de calcificacion distroéfica; en el grupo A3 (17 dias
de evolucion tras el tratamiento con el neurotoxico) este
hecho se manifestaba de manera ocasional en las areas
lesionadas de la granular y proximas a la sustancia blanca;
por el contrario en el grupo B2 estos depodsitos eran mas
marcados aunque su localizacion y disposicion eran muy

similares a los del grupo A3.



Se han descrito calcificaciones, inducidas experimentalmente
a animales de laboratorio, en lesiones de la médula spinal
(Balentine y Spector, 1977) y en la isquemia cerebral (Kato y
cols., 1995); asimismo, tras la inyeccion intracerebral de
diferentes excitotoxinas, se han localizado depositos calcicos
en diversas localizaciones del SNC tales como “substantia
nigra” (Nitsch y Scotti, 1992), ganglios basales (Mahy y cols.,
1995; Saura y cols. 1995), complejo amigdaloide y nucleos
talamicos (Saura y cols. 19935); la patogénesis de las
calcificaciones distroficas en el tejido nervioso no esta
resuelta hasta la fecha, aunque es generalmente aceptado
que la necrosis celular o la apoptosis puede ser la base para

los depositos calcicos (Kim y cols. 1995).

Calcificaciones cerebrales no-ateroscleoticas han sido
relacionadas con la gliosis reactiva al incremento intracelular
de calcio; asi, tras lesion cerebral, se produce un incremento
local en el numero de células astrociticas y microgliales; estas
ultimas aumentan en numero desde el primer dia a una
semana después de la lesion (Acarin y cols. 1999a), mientras
que el incremento de astroglia ocurre en un periodo mas
largo, con un maximo en la primera semana (Acarin y cols.
1999b) y permaneciendo durante varios meses con la
consecuente formacion de de una cicatriz (Dusart y cols.,

1991); estas reacciones astrocitarias y microgliales han sido



asociadas con la formacion de los depositos calcicos (Saura y

cols., 1995; Herrmann y cols., 1998)

La administracion sistémica de acido kainico a ratas adultas
provoca, en las primeras horas, un conjunto de sintomas
motores (convulsiones limbicas) (Sperk y cols., 1983); este
sistema ha sido considerado como modelo de convulsiones
limbicas en el ser humano; las lesiones cerebrales observadas
en ratas tratadas sistematicamente con acido kainico no son
uniformes, aunque en algunas areas consisten en pérdida
neuronal y sustitucion por elementos gliales mientras que en
otras localizaciones se han descrito necrosis y proliferacion

vascular (Gayoso y cols. 1994).

El mecanismo de accion por el cual el AL2CP ejerce su
toxicidad no es conocido y permanece aun en estudio;
inicialmente se piensa que la capacidad del AL2CP para
disminuir el acido lactico y la glucosa en sangre, con el
incremento consiguiente de cuerpos cetonicos, puede ser un
importante factor en la neurotoxicidad del acido (Yount y
cols., 1982); por otro lado Lock y cols. (1995) han sugerido
que los cambios bioquimicos en el metabolismo de la glucosa
no estan relacionados con la necrosis granular cerebelosa
inducida por el AL2CP, aunque los preceden unas 12 horas

antes.



Se ha sugerido que el glutation juega algun papel en la
intoxicacion granular cerebelosa por el metil mercurio y/o
cloruro de metilo (Kornbrust y Bus, 1982; Landry y cols.,
1985); en efecto, Wyatt y cols. (1995) encuentran deplecion
del glutation en respuesta a la administracion del AL2CP,
incluso antes de cualquier signo de neurotoxicidad; esta
disminucion del glutation, por exposicion previa a oxidos de
estireno, ha sido demostrada que exacerba la necrosis de las
neuronas granulares en la rata, aunque el mecanismo de
neurointoxicacion permanece incierto (Beiswanger y cols.,

1993).

La selectividad del AL2CP por las células granulares de la
corteza cerebelosa sugiere un posible papel en la muerte
celular mediada por aminoacidos excitatorios; aminoacidos
excitatorios, tales como el acido kainico y el acido glutamico,
son conocidos que juegan un papel la neurotoxicidad del
cerebelo y el hipocampo (Garthwaite y Wilkins, 1982;
Garthwaite y Gilligan, 1984; Garthwaite y cols., 1986; Hajos y
cols., 1986).

En términos de un posible mecanismo de accion del AL2CP,
Widdowson y cols. (1995a) han demostrado una reduccion
significativa de las concentraciones de glutamato y aspartato

y una reduccion en los receptores NMDA y kainato del



cerebelo; ademas, el AL2CP es conocido que actia como un
agonista de los receptores NMDA de la corteza cerebelosa

Widdowson y cols. (1993b).

Existe escasa evidencia de una respuesta inflamatoria al
dano producido por el AL2CP, aunque Jones y cols. (1985)
observaron ocasionales acumulos de hematies y leucocitos vy,
en fases avanzadas tras la administracion del neurotoxico,
leucocitos polimorfonucleares distribuidos de forma dispersa
en la capa granular necrotica, lo que sugiere una
permeabilidad alterada de la barrera Sangre-SNC. Jiang
cols. (1985) describieron una moderada/severa distension
citoplasmica de los astrocitos adyacentes a las células de
Purkinje (Glia de Von Bergmann), como consecuencia de la

exposicion de ratas al cloruro de metilo.

El edema pericelular alrededor de las neuronas de Purkinje
asociado con la intoxicacion por AL2CP es debido al exudado
inflamatorio de los astrocitos adyacentes (Jones y cols., 1995)
y la vacuolizacion, presente en las areas profundas de la capa
granular necrotica, es parcialmente debida a la acumulacion
de Iliquidos por los astrocitos, una forma de edema

intracelular.



6. CONCLUSIONES



1.- El neurotéxico Acido L-2-Cloropropiénico, administrado
disuelto al 2% en el agua de bebida, se ha demostrado como
un agente valido para el modelo experimental disenado; por lo
tanto creemos que es adecuado para el estudio de la
respuesta celular en el Sistema Nervioso Central,

concretamente de las neuronas granulares cerebelosas.

2.- Durante las diversas fases del estudio, los animales de
experimentacion no mostraron signos de alteraciones
cerebelosas, tales como ataxia, modificaciones de la marcha,
pérdida de equilibrio, etc.; creemos que este hecho esta
relacionado con pérdidas parciales de la estructura de las
laminillas cerebelosas, las cuales serian compensadas con
otras en las cuales la accion del neurotoxico no hubiera sido

tan lesiva.

3.- La respuesta que se obtenia, por parte de las neuronas
granulares cerebelosas, era siempre la misma, a partir de 7
dias de evolucion (retraccion citoplasmica y nuclear e
hipercromatismo y posterior necrosis), independientemente

de los grupos tratados.

4.- La accion del Acido L-2-Cloropropionico provoco,
secundariamente, alteraciones en las neuronas de Purkinje,
tales como edema pericelular y picnosis nuclear; creemos que

estos cambios degenerativos son una respuesta frente a



condiciones ambientales locales adversas, similares a las que

se producen en la hipoxia.

5.- No solamente hubo una respuesta degenerativa en la
corteza cerebelosa, sino también otra proliferativa (puesta de
manifiesto mediante la técnica inmunohistoquimica del

PCNA, antigeno nuclear de células en proliferacion).

6.- La respuesta proliferativa celular que se establecio tras la
administracion del Acido  L-2-Cloropropionico  vino
representada, en su mayor parte, por elementos de la estirpe
glial, mayoritariamente astrocitos, y en menor medida por

células de la microglia.

7.- La proliferacion glial era fundamentalmente de naturaleza
astrocitaria, y fue puesta de manifiesta mediante la técnica
inmunohistoquimica de la Proteina Acida Gliofibrilar; dicha
proliferacion ocupaba las areas necroticas granulares,

constituyendo una caracteristica cicatriz.

8.- Un tipo especial de astrocito, la glia de Von Bergmann,
sufrio hiperplasia e hipertrofia en todos los grupos con dias
de evolucion igual o superior a 7, destacandose claramente

en vecindad a las neuronas de Purkinje.



9.- En las areas necréticas se dispusieron elementos
celulares de la estirpe microglial, marcados con la técnica
inmunohistoquimica del CD68 y en menor proporcion que la
astroglia; dichas células presentaban en sus citoplasmas
restos fagocitados de los granos necroticos y se disponian,

ocasionalmente, en vecindad a estructuras vasculares.

10.- En fases avanzadas de la evolucion de los animales de
experimentacion (Grupos A3 y B2) se producian focos de
calcificacion distrofica; opinamos que en la génesis de estas
calcificaciones participan, como sustrato las neuronas
granulares y de Purkinje, con la participacion activa de los

elementos celulares astrogliales y microgliales proliferantes.

11.- Las diferencias en la intensidad de los hallazgos
histologicos encontrados por nosotros en nuestro trabajo y
los de otros autores pensamos que se deben al hecho
fundamental de la via de administracion del neurotoxico; en
nuestro caso disuelto en el agua de bebida y en los de otros

investigadores, dosificado oralmente mediante sonda.
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