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Quisiera hacer una sucinta descripcién acerca del trabajo que
venimos realizando en nuestro laboratorio en los Gltimos 10 afios. Todo
comenzo, unos afos antes, cuando me anunciaron oficialmente que no
podia seguir trabajando en temas de fiebre aftosa ya que la manipulacion
del virus iba a quedar restringida a laboratorios que contaran con alta
seguridad. Me vi forzado entonces, a buscar una alternativa a mi trabajo.
En ese momento yo trabajaba en el laboratorio del Dr. Laguens en la
catedra de Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP), pero mi actividad docente la desarrollaba en
la Catedra de Patologia General, en la Facultad de Ciencias Veterinarias
(FCV) de la misma Universidad. Decidi entonces desarrollar todas mis
actividades en la FCV y asociarme con el Dr. Gimeno en sus temas de
investigacion hasta tanto encontrara mi propio camino.

Para ese entonces, realizdbamos trabajos tendientes a establecer
el efecto del duraznillo blanco (Solanum glaucophyllum) en diferentes
organos y sistemas de la economia animal. Mientras tanto, la FCV habia
recibido ayuda financiera de JICA, la Agencia de cooperacion del
gobierno de Japdn, para el reequipamiento de distintos laboratorios. De
esa manera, nos vimos beneficiados con la llegada de un microscopio,
una camara de video y un programa de analisis de imagenes. Siendo que
la informatica estaba comenzando a aflorar a nivel popular, decidi que
ese seria el medio con el cual iba a implementar el nuevo modelo, que
todavia no habia definido. Sabia que queria relacionar la biologia con la
informatica, sabia que de alguna manera iba a dejar de lado la
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inmunologia, disciplina en la que me habia especializado en el posgrado y
habia sido mi centro de investigacion hasta ese momento y sabia también
que las neurociencias comenzaban a tomar un nuevo rumbo en el mapa
cientifico. Entre charlas con colegas y lecturas varias decidi que el camino
estaba orientado al estudio de la médula espinal, un area poco
explorada, con mucho potencial veterinario y médico.

Para comenzar, debiamos establecer la especie animal vy
reconocer la estructura normal del 6rgano en toda su extension, analizar
sus zonas anatomicas y funcionales y establecer sus parametros
morfométricos. Teniamos que elegir un modelo animal que nos
permitiera repetitividad de los resultados asi como facilidad de manejo y
por ello seleccionamos a la rata.

Anatdmicamente, la médula espinal se divide en tantos segmentos
como vértebras del raquis. Cada uno de estos fue identificado en todas
las médulas analizadas de las ratas macho de 12 meses de edad,
generosamente provistas por el Dr. Goya. Alli pudimos observar que
existen caracteristicas diferenciales en el tamafio de los segmentos y la
cantidad de sustancia gris y blanca que cada uno posee. Lo que mas
llamd nuestra atencidon es que no se distinguia un engrosamiento
cervical, tal como se observa en la regién lumbar y que se describe en la
literatura para otras especies.

Dada dicha particularidad, decidimos hacer un analisis mas
pormenorizado de los ocho primeros segmentos, que corresponden a la
regién cervical. Siguiendo los esquemas realizados por Paxinos y Watson
(1986), pudimos establecer los 10 sectores llamados /dminas, que
corresponden a agrupaciones de neuronas con determinadas
caracteristicas morfométricas y funcionales. Las cinco primeras laminas
reciben impulsos aferentes sensitivos y constituyen el asta dorsal, las
ldaminas 6 y 10 corresponden a la regidon media y las Ultimas laminas se
agrupan dentro del asta ventral, siendo las responsables de generar
impulsos eferentes motores.

Si bien toda la region cervical era de nuestro interés, para realizar
un estudio morfométrico sistematizado de las neuronas, establecimos al
segmento C5 como nuestro patron. La seleccion se basé en que inerva a
la mayoria de los musculos de la regién (pectorales, toracicos, del cuello
y del miembro anterior), forma parte del plexo braquial y brinda una
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rama para la inervacion del diafragma y, por lo tanto, deberia tener una
amplia gama de formas y tamanos celulares. Mas auln, estos datos nos
servirian para usar como base en futuros trabajos, donde se induciria un
dafio controlado de la regidon, en los que se pudiera analizar
funcionalmente los aspectos sensitivo, motriz y respiratorio.

Al ver que la cantidad de neuronas de la regidn tenia un numero
finito y eran facilmente identificables, decidimos profundizar los estudios
de normalidad, pero desde el punto de vista histoquimico. Para estos
estudios utilizamos ratas hembra, ya que nos permitia trabajar con
animales de hasta 32 meses de edad. Considerando que la rata
dificilmente supere los 33 meses de edad aun en cautiverio, nos serviria
como modelo para evidenciar las diferencias que pudieran observarse
durante el envejecimiento. Si bien el envejecimiento es un proceso
natural, surge aqui el interrogante acerca de considerarlo como un hecho
fisioldgico o patoldgico, que naturalmente finaliza con la muerte del
individuo. Aprovechando la posibilidad de comparar dos puntos etarios
separados, decidimos realizar comparaciones macro y microscopicas de
estas médulas.

En primera instancia se observa que el largo aparente de estos
organos es similar en ambas edades. Entre ambas médulas se puede
apreciar una pequefa diferencia en el largo, a la altura del segmento C3.
También se observa que la regidn cervical de la médula vieja es similar a
lo que se habia observado en los machos de 12 meses, pero difiere de las
médulas jovenes, en donde si se detecta una dilatacion que corresponde
al plexo braquial (Fig. 1).

Fig 1. Arriba: médula espinal de rata joven (5 meses). Abajo, médula espinal de
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rata vieja (32 meses)

Tomando como referencia una vez mas al segmento C5, observamos que
tanto el drea total, como la proporcion de sustancia gris, se
incrementaban con la edad (Fig. 2). El andlisis de las laminas internas
reveld que éstas también se incrementan de manera significativa al
comparar las poblaciones jovenes con las viejas.

Evidentemente, dentro de la sustancia gris algo estaba aumentando de
tamafo o de cantidad, que pudiera justificar este incremento macro y
microscopico. ¢Sera posible que el envejecimiento se acompafie de un
proceso inflamatorio en el que las neuronas que van muriendo generan
un aumento de las células de la glia? Y a nivel de la sustancia blanca ése
producira algin proceso degenerativo de los axones que induzca el
aumento de volumen? Para responder a estos interrogantes recurrimos a
la determinacion de la presencia de filamentos intermedios, por medio de
técnicas de inmunohistoquimica.

Fig 2. Modificacion del tamano del segmento C5 en corte transversal, con la
edad. Tincién: violeta de cresilo. Barra = 1 mm.

Los filamentos intermedios son proteinas estructurales de las células, que
se encuentran principalmente en el citoplasma. Estan tan ampliamente
distribuidos dentro de las diferentes células del organismo que son de
facil identificacion. Existen diferentes filamentos intermedios que se
encuentran en distintas células y, por lo tanto, sirven de base para su
identificacién general. La inmunohistoquimica para GFAP, un filamento
intermedio presente en las células de la glia, no mostrd mayores
diferencias entre ambos grupos etarios (Fig. 3).
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El recuento de células marcadas con S100, una proteina ligadora de
calcio que permite identificar ciertas poblaciones de células gliales, no
demostré la existencia de diferencias significativas entre ambos grupos
en ninguno de los segmentos cervicales.

Cuando realizamos esta misma técnica para la identificacion de
Neurofilamentos, otro filamento intermedio, pero en este caso presente
dentro de las neuronas, observamos un gran incremento de los mismos
con el envejecimiento (Fig. 4). Esto significa que, al menos, existe un
incremento del grosor de las prolongaciones nerviosas, tanto axones
como dendritas, o un aumento del nUmero de estas. Estas diferencias
fueron significativas entre ambas edades y para todos los segmentos de
la regidn cervical.

Fig. 3. Marcaién in ohistoquiica con n anicurpo anti-GFAP en animales
jévenes (izquierda) y viejos (derecha).
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Fig. 4. Comparativa de la marcacién inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-
neurofilamentos en animales jévenes (izquierda) y viejos (derecha). Barra = 0,2
mm.

La vimentina es otro filamento intermedio, pero se localiza en células de
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origen mesodérmico. En la médula espinal, tife principalmente las células
del epéndimo presentes en el canal central, donde se encuentran células
neuroblasticas y células troncales (stem cells). Nuestros estudios
determinaron que durante el envejecimiento existe una disminucion en la
expresion de vimentina (Fig. 5).

Flg 5 Disminucion de la expre5|on de V|ment|na en las ratas V|eJas (derecha) en
comparacion con las jovenes (izquierda).

Si bien la intensidad de marcacion disminuyé significativamente de forma
pareja a lo largo de todo el segmento cervical, el decrecimiento del area
marcada fue mayor en los Ultimos segmentos cervicales. Esto nos estaria
indicando que no sdélo disminuye la actividad de las células del epéndimo
con el tiempo, sino que también disminuye el nimero de las mismas,
siendo mas pronunciado en los Ultimos segmentos cervicales.

Siguiendo con la caracterizacidon de los cambios que se pudieran producir
durante el envejecimiento, aplicamos la técnica de lectinhistoquimica
para la identificacion de residuos hidrocarbonados. Las lectinas son
proteinas, principalmente de origen vegetal, que se utilizan para localizar,
identificar y distinguir diferencias en la constitucion de los carbohidratos
celulares, con alta especificidad. Algunas lectinas se expresaron en los
animales jovenes y otras en los viejos; algunas de ellas se expresaron en
ambos grupos etarios, pero en diferentes estructuras. A modo de
ejemplo, la SBA, identificd los cuerpos neuronales y sus prolongaciones
en el animal joven, pero no a las células ependimarias, mientras que la
misma lectina aplicada a los animales viejos sdlo identifico a estas Ultimas
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en su porcién apical. Por su parte, la ConA marcd somas neuronales en
ambas edades, pero las prolongaciones sélo fueron identificadas en los
animales viejos. Como conclusién, mas alla de cual sea la expresion de la
lectina en particular, este trabajo nos demuestra que durante el
envejecimiento existen cambios que pueden ser de reorganizacion
plastica, como en nuestro caso, o en respuesta a procesos degenerativos,
como ocurre en el Alzheimer.

Uno de los marcadores considerados como altamente especificos para las
neuronas es el NeuN que identifica a la proteina nuclear Fox-3. Es un
conjunto de proteinas principalmente de ubicacién nuclear pero que
también se pueden expresar en el citoplasma. Esto es cierto para los
animales jovenes. Sin embargo, vimos que en los animales viejos no se
expresaba en absoluto (Fig. 6). También pudimos ver que en los
animales adultos (12 a 24 meses) se producia una reaccion intermedia
entre los jovenes y viejos, es decir, algunas células se marcaban y otras
no, o la intensidad observada estaba muy por debajo de lo observado en
los jovenes. Estos datos desestimarian el dogma impuesto para este
marcador, al menos para la médula espinal en proceso de
envejecimiento. Por otro lado, nos demuestran que esta proteina nuclear
va mermando su expresion con el tiempo. Resta determinar su
significacién para la vida de las neuronas.

Fig. 6. Marcacion inmunohistoquimica para la identificacién de NeuN. La
expresion en las neuronas jovenes (izquierda) se pierde con la edad (derecha).
El pigmento amarillo que se observa dentro del citoplasma de la neurona vieja
corresponde a lipofucsina.
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Vimos que hay mayor cantidad de prolongaciones neuronales,
indirectamente identificadas a través de la expresion de los
neurofilamentos. Faltaba establecer si éstas eran las Unicas responsables
del aumento de la sustancia gris medular durante el envejecimiento. Para
ello, realizamos un estudio morfométrico de las neuronas de cada una de
las laminas. En términos generales y por la metodologia seleccionada
para determinarlo, pudimos observar que existe un aumento de la
superficie neuronal, que acompafa de manera proporcional al aumento
de la sustancia gris.

Existen dos posibilidades a considerar que justifiquen el aumento del area
neuronal: una de ellas es el aumento del tamano de los somas
neuronales. Una de las caracteristicas observadas en las neuronas de los
animales viejos fue la presencia del pigmento lipofucsina, que se produce
como consecuencia de la acumulacién de organoides no eliminados por la
célula. Su ubicacidn citoplasmatica puede ser perinuclear o en acumulos.
La acumulacion del pigmento podria ser la responsable del aumento del
area anteriormente mencionado. Para establecerlo, se tomaron diferentes
parametros morfométricos que darian idea de las variaciones producidas
en las formas durante el envejecimiento. Realizadas las mediciones,
pudimos establecer que ciertamente se producen modificaciones en los
parametros morfométricos analizados, pero éstos no se producen en
todas las neuronas y las variaciones encontradas no justificaban el
aumento del area neuronal previamente mencionado.

La Unica opcién remanente, aunque dificil de pensar, seria el aumento
del nimero de neuronas. Si bien historicamente se establecié que las
neuronas que desaparecen de manera natural no son reemplazadas por
otras neuronas, desde hace unos anos se demostré que, en ciertas
regiones de cerebro, mas precisamente el hipocampo y el giro sigmoideo,
existen procesos de neurogénesis espontanea. Este proceso no pudo ser
demostrado en ninguna otra localizacion del sistema nervioso central,
incluida la médula espinal.

Hasta ahora habiamos visto que existen diferencias significativas en las
areas de los segmentos cervicales de ambos grupos. También
observamos que, en algunos casos, existe una diferencia significativa en
la cantidad de materia gris. Sin embargo, la proporcién entre materia gris
y blanca se mantiene inalterada. Asimismo, vimos que, en los animales
viejos, el area neuronal total se incrementa significativamente con
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respecto a la de los jovenes. Sin embargo, salvo para un par de
segmentos, el valor promedio de las neuronas se mantiene inalterado. No
teniamos otra alternativa que contar el nUmero de neuronas y en este
caso vimos que existe una diferencia significativa de las mismas con la
edad, para todos los segmentos analizados.

La pregunta que surgia inmediatamente era acerca del origen de dicha
diferencia en el nimero de neuronas. Para ello, disenamos un protocolo
que nos permitiria saber si se trataba de células de nueva formacion o
procedentes de otras regiones. Para nosotros resultaba un desafio poder
demostrarlo. Mediante marcacién inmunohistoquimica simple y doble
pudimos observar diferentes tipos de células (neuronas y células de la
glia) en diferentes laminas medulares. También se realiz6 la técnica de
inmunofluorescencia para demostrar los marcadores de division dentro
de los diferentes tipos celulares (Fig. 7).

Fig. 7. Arriba: la doble marcacién inmunohistoquimica (BrdU + enolasa)
demostrd que la neurona positiva corresponde a una célula de nueva formacion
y se encuentra al lado de otras neuronas maduras. Abajo: la neurona
identificada con el marcador intracitoplasmatico para enolasa (NSE) (verde)
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muestra la marcacién para BrdU (rojo) dentro del nlcleo identificado con el
fluoroforo DAPI (azul). Esta neurona de noviformacion contacta con una célula
glial, solo identificada por su tinciéon nuclear.

Observaciones minuciosas de los cortes medulares nos permitieron
identificar células binucleadas, tanto en animales jévenes como viejos
(Fig. 8). Las células binucleadas podrian representar un paso previo a la
escision del citoplasma para formar dos células hijas, pero
aparentemente este no seria el caso en la médula espinal. Estas
neuronas se observan a lo largo de toda la médula espinal, aunque se
encuentran con mayor frecuencia en C5 y C6. La frecuencia de aparicion
de este tipo de células es similar en ambos grupos etarios, con lo que no
podria responder a una demanda de mayor cantidad de células en los
animales envejecidos. Sea cual fuera la explicacion, su presencia no
justificaria el aumento del area de la masa neuronal.

Fig. 8. Neurona binucleada presente en la médula espinal de ratas jovenes.
Junto a otras dos neuronas, comparte a una célula de la glia central. Tincién:
violeta de cresilo.

Lo cierto es que, si bien observamos neuronas de nueva
formacion tanto en animales jovenes como viejos, la cantidad encontrada
dificilmente podria justificar el aumento significativo del nimero de estas
células durante el envejecimiento. Recurrimos entonces a la
determinacién de PTEN, una proteina supresora tumoral, que limita la
replicacion y regula el tamano celular. De acuerdo a nuestros resultados,
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la cantidad de PTEN celular disminuye con la edad (Fig. 9). Esto podria
justificar, por un lado, el aumento del tamafio de algunas neuronas y por
otro, podria ser un gatillo para inducir la maduracién de los neuroblastos
presentes en el epéndimo medular, lo que explicaria el aumento del
numero de neuronas.

o 4
Fig. 9. Expresién de PTEN en C5 de animales jovenes (izquierda) y viejos
(derecha).

Surge entonces una nueva pregunta: ¢El organismo esta preparado para
albergar una médula espinal creciente dentro del raquis o el crecimiento
medular induce el desarrollo vertebral? Nuestros estudios recientes
revelan que el canal raquideo no sufre cambios en la forma ni en el
tamafio con la edad, con lo cual se puede afirmar que estd preparado
desde la joven edad para contener el crecimiento medular. Esto significa
que existen mecanismos reguladores a través de genes o factores de
crecimiento y regulacion que modulan el nimero creciente de neuronas.
Si se pudieran aislar estos componentes, estariamos frente a un hecho

fundamental para las terapias reparadoras del sistema nervioso.
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A modo de resumen podemos concluir esta disertacion diciendo que
durante el envejecimiento aumenta el drea de los segmentos cervicales,
aumenta la expresion de Neurofilamentos, se incrementa el nimero de
neuronas, se pierde el marcador NeuN, se incrementa el tamafio de las
neuronas de algunas laminas, se observan neuronas binucleadas,
disminuye la expresién de vimentina, disminuye la expresion de Pten y
cambia la expresion de algunas lectinas. Todos estos cambios tendrian
una regulacion genética o a través de factores de crecimiento.

Todos estos resultados fueron compilados y publicados en revistas de
alcance internacional especificas del tema, las que se listan entre las
referencias.
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