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1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Nociones basicas sobre la organizacion del Sistema Nervioso

Dentro de los sistemas orgdnicos el Sistema nervioso es el sistema
de control e integracidén por excelencia. En los humanos, desde un punto de
vista morfoldgico, podemos dividirlo en Sistema Nervioso Central (SNC) y
Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNC estd integrado por el encéfalo y la
médula espinal, mientras que el SNP estd formado por los nervios que unen
dicho SNC con las diferentes partes del organismo. Este SNP consta de doce
pares de nervios craneales y 31 pares de nervios raquideos o espinales. Como
resultado de la evolucion, el sistema nervioso esta disefiado para responder
ante ciertos fendmenos fisicos y quimicos, permitiendo de esta manera
controlar y regular la actividad de los seres vivos, tanto en su relacion con el
medio externo como con el propio cuerpo. Las nociones que siguen respecto

de la organizacion general del sistema nervioso, de las neuronas y sus tipos y
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del desarrollo del SNC estan tomadas de los reconocidos tratados de Kandel

y col (2001) y Purves y col. (2007).

En una aproximacion funcional el Sistema Nervioso se divide en
Sistema Nervioso Somatico (SNS) o de la vida de relacion, y Sistema
Nervioso Vegetativo o Autonomo (SNA). El SNS se comporta como el
principal sistema que controla la relacion del individuo con el medio externo,
lo que le permite integrar la informacion aferente (de entrada) y elaborar
respuestas motoras (eferentes) mediante los musculos esqueléticos. Presenta
para ello una serie de estructuras que se conocen como receptores, que estan
especializados en captar los cambios que se suceden en el exterior
(estimulos), y cadenas neuronales que conducen estos estimulos a los centros
superiores donde se produce la percepcion, que consiste en la modulacion e
interpretacion del fendmeno permitiendo producir una respuesta adecuada.
De igual manera este SNS controla y regula la actividad bioldgica del
individuo, haciendo que cada uno de los demas sistemas, érganos y células
que componen el organismo tengan una actividad apropiada y participen
adecuadamente en todos los eventos de la vida. Es asi como el sistema
nervioso controla la actividad somatica (voluntaria, consciente) del ser

humano y le permite relacionarse con el medio y con sus congéneres.

El SNA esta integrado por las estructuras nerviosas responsables
de (1) captar, transmitir y procesar la informacion sensitiva procedente de los
organos viscerales (por ejemplo de los sistemas digestivo y cardiovascular) y
(2) emitir las ordenes que controlan la musculatura lisa (involuntaria) y

cardiaca, y la funcion de las glandulas viscerales.

Aunque su nombre parece indicar que su funcién es

independiente del sistema nervioso somatico, la actividad del SNA puede ser
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modificada (aumentada o disminuida) por el sistema nervioso central, en
particular por la corteza cerebral y el cerebro emocional. Anatémicamente

las regiones viscerales y somaticas del SN estdn intimamente relacionadas.

1.1.1.1 Desarrollo embrionario

La complejisima arquitectura del cerebro de los mamiferos es el
resultado del desarrollo embrionario, pero también de las modificaciones que
sufre a lo largo de la vida como consecuencia de la relacién con el ambiente
(estimulos, aprendizaje). En el desarrollo tiene una importancia primordial
la expresion de las instrucciones genéticas, que establecen inicialmente las
diferentes regiones, producen las distintas células y dirigen la migracion
desde los lugares de generacion hasta sus destinos finales. Estos fendmenos
son previos y necesarios para la ulterior produccion de las innumerables
conexiones que haran funcionante la maquinaria mas compleja que ha creado

la naturaleza.

El sistema nervioso proviene basicamente de la capa ectodérmica
del disco embrionario trilaminar. En el proceso de neurulacion, el ectodermo
suprayacente a la notocorda se diferenciard en placa neural, que en pocos
dias se pliega, se hunde y se transforma en un tubo, el tubo neural, esbozo
del SNC. De dicha placa neural se han de diferenciar todos los tipos
neuronales asi como mayoria de las células de la glia, es decir, los astrocitos y
oligodendrocitos. Por el contrario las células de la microglia derivan del

mesodermo.

En el caso del cerebro humano, en el plazo de unos meses, y a
partir de una pequena poblacion de precursores, se van a formar unos

100.000 millones de neuronas y muchas mas células gliales. En funcion del
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momento y el lugar, asi las influencias y los genes expresados, para dar lugar
a tan enorme diversidad de tipos celulares, disposicion en el espacio,

morfologias, neurotransmisores, sinapsis, canales idnicos etc.

El sistema nervioso es un sistema bioeléctrico dindmico y
complejo, cuyas células presentan el mas alto grado de diferenciacion y
especializacion celular, que poseen caracteres como la excitabilidad y
conductividad, rasgos que le permiten captar los estimulos fisicos y quimicos
que se suceden tanto en el medio externo como en el medio interno,
convertirlos en potenciales eléctricos y conducirlos por vias nerviosas hacia

los centros donde se analizan, integran y elaboran las respuestas.

1.1.1.2. Caracteristicas Histologicas. Las neuronas

Tejido: El sistema nervioso esta conformado por un tejido rico en células y
pobre en sustancia intercelular, lo que permite denominarlo como un tejido
celular, las células que lo componen se diferencian en dos lineas: la neuronal

y la neuroglial.

Neuronas: Corresponden a las células que conducen el estimulo nervioso,
procesan la informacion y elaboran una respuesta.
Las neuronas presentan en su constitucion cuatro zonas a saber:
J Zona receptora: que corresponde a las prolongaciones
dendriticas y al cuerpo o soma neuronal y es donde se capta el
estimulo nervioso.
. Zona generadora: que corresponde al cono axdnico y es donde
se genera el impulso nervioso.
. Zona conductora: que corresponde al axon neuronal y por

medio del cual se conduce el impulso nervioso.



Alejandra Casadiego Cubides Tesis Doctoral Introduccion

J Zona de transmision: que corresponde al telodendron donde
se produce el paso del estimulo de una neurona a otra o de una

neurona a un érgano efector.

Clasificacién de las neuronas

Segun el numero de prolongaciones citoplasmaticas que poseen se
clasifican en: (1) Neuronas Monopolares, que poseen una sola prolongaciéon
citoplasmatica, se encuentran principalmente en el tejido embrionario y en
reductos embrionarios del adulto. (2) Neuronas Pseudomonopolares,
dotadas de una sola prolongacion citoplasmatica que se bifurca a su salida
de la neurona. Se ubican principalmente en los ganglios de los nervios
craneales y espinales del SNP. (3) Neuronas Bipolares, las que poseen dos
polos de los cuales emergen sendas prolongaciones citoplasmaticas. Se
localizan principalmente en algunos 6rganos de los sentidos como las células
bipolares de la mucosa olfatoria, las células bipolares del 6rgano de Corti y
las células bipolares de la retina. (4) Neuronas Multipolares, que poseen
numerosas prolongaciones citoplasmaticas, son las mas abundantes y se
encuentran conformando los principales 6rganos del SNC, principalmente la
sustancia gris de la corteza cerebral y cerebelosa, los ntcleos basales del
cerebro y los nucleos cerebelosos, las astas de la médula espinal y los
ganglios paravertebrales y prevertebrales del SNA. Estas células multipolares
se dividen, a su vez, en varios tipos dependiendo de la forma del cuerpo

neuronal (soma) o de las caracteristicas del axon.

Seguin la forma del soma distinguimos: (1) Células estrelladas:
Células multipolares cuya forma semeja una estrella. Se pueden diferenciar
en este tipo de célula dos variaciones: las células estrelladas de axén largo

(Golgi tipo I) y las células estrelladas de axon corto (Golgi tipo II). (2) Células
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Piramidales: Son células cuyo cuerpo tiene forma de pirdmide entre las que
se pueden diferenciar células pequenas, medianas, grandes y gigantes (de
Betz). (3) Células fusiformes: como lo indica su nombre son células cuyo
cuerpo presenta forma de huso. (4) Células piriformes: Conocidas con el
nombre de células de Purkinje, se encuentran localizadas en la capa media de

la corteza cerebelosa.

También hay clasificaciones que se fijan en la forma o las
caracteristicas del axdn, pero no creemos necesario extendernos en estas

precisiones. Para mas informacién, véanse los tratados de Neurociencia.

Fibras Nerviosas

Una fibra nerviosa esta constituida por un axén mas su vaina de
mielina (cuando esta existe). Las fibras nerviosas se clasifican en funcién de
su didmetro, lo que tiene una relacién directa con la velocidad de
conduccion. Asi, segin la clasificacion de Erlanger y Gasser existen fibras
tipo A, B y C, siendo las primeras las mas gruesas y rapidas (las de los tipos

A 'y B son mielinicas) y las C las mas delgadas y lentas.

En cuanto a su disposicion o recorrido en el SNC, podemos

distinguir entre:

-Fibras Comisurales: interconectan areas corticales de los dos
hemisferios pasando la linea media, como ejemplo la comisura
blanca anterior y el cuerpo calloso.

-Fibras de Asociacion: estas fibras relacionan areas corticales del

mismo hemisferio, por ejemplo la capsula externa y capsula extrema.
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-Fibras de Proyeccion: Son fibras que conectan 4reas corticales con
otros centros como son los nticleos del tronco cerebral o de la médula
espinal.

-Fibras Musgosas y Trepadoras: Son fibras aferentes al cerebelo que

provienen de nucleos del tronco cerebral o astas del cordon espinal.

1.1.1.3 Las células gliales

Después de la generacion de las neuronas, el neuroepitelio da
lugar a las células gliales, en nimero mayor que el de las neuronas (este
punto es discutido en la actualidad: véase Hilgetag y Barbas, 2009; Azevedo
y col., 2009). Aunque todavia tratamos de precisar cuantas hay en el cerebro
humano, si sabemos que la proporcién entre células gliales y neuronas
aumenta conforme se incrementa la complejidad de los seres vivos, siendo
mayor en los mamiferos, entre ellos los primates (Allen y Barres, 2009). Este
dato da idea de la importancia funcional de la glia; por ello, y por ser objeto
central de nuestro trabajo, nos extenderemos algo mas en considerar las

caracteristicas de estas células.

Desde que en 1846 Virchow describiera por primera vez la glia,
asignandole un papel de "cemento neuronal' (nerve glue) han sido
numerosos los trabajos que nos van permitiendo conocer tanto los aspectos
morfologicos como funcionales de las células gliales, aunque quedan todavia

muchas incognitas por resolver.

En las primeras décadas de este siglo fueron fundamentales los
trabajos que desarrollaron primero Cajal (1913, 1916) y posteriormente Rio
Hortega (1919, 1921) acerca de la morfologia de las células gliales, que

permitieron realizar la primera clasificacion en macroglia y microglia. La
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macroglia es de origen ectodérmico (Penfield, 1932), originandose del
neuroepitelio primitivo que tapiza la cavidad del tubo neural, mientras que
la microglia, como ya hemos sefialado, se forma a partir del mesodermo pial
(Kershman, 1949). En el sistema nervioso central hay un tercer grupo de
células gliales que son los ependimocitos, que recubren la superficie
ventricular y el conducto ependimario; el conjunto de todos ellos constituye
el epéndimo. Finalmente, en el sistema nervioso periférico se encuentran las
células de Schwann, responsables de la formacion de la vaina de mielina en

los nervios periféricos.

Hasta hace pocos afios a la glia, en sus diferentes tipos, se le
asignaba un papel mas o menos relevante en las siguientes funciones (Kandel
y col., 2001; Shao y McCarthy, 1994):

* Elementos de sostén que proporcionan al cerebro consistencia.

Asimismo separan y, ocasionalmente, aislan los diferentes grupos

de neuronas.

* Formacion de mielina, la vaina aislante que recubre gran parte

de los grandes axones.

* Eliminacién de residuos después de lesién o muerte neuronal.

Participan también en la respuesta inmune del cerebro.

» Captacion y eliminacion de transmisores liberados por

neuronas durante la transmision sindptica. Ademas regulan los

niveles extracelulares de iones de manera que las neuronas
puedan mantener su excitabilidad.

» Algunas de las células gliales sirven de guia a la emigraciéon

neuronal durante el desarrollo y dirigen el crecimiento axonal

proporcionando factores tréficos.

* Inducen la formacion de complejos de uniéon impermeables

(tight junctions) en las células endoteliales que delimitan los
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capilares y venas cerebrales, contribuyendo a la formacion de la
barrera hematoencefalica.
» Algunas parecen contribuir a la nutricion de las células

nerviosas almacenando glucégeno como reserva energética.

Dentro de la macroglia del SNC, basandonos en criterios
morfologicos y funcionales, podemos distinguir dos grandes grupos

celulares, los astrocitos (astroglia) y los oligodendrocitos u oligodendroglia.

1.1.1.3.1 Astroglia

Los astrocitos tienen un aspecto estrellado siendo las células
gliales mas grandes y abundantes del organismo. Poseen gran cantidad de
prolongaciones, algunas de las cuales se ensanchan y se convierten en pies
terminales o "chupadores" alrededor de los capilares (Maynard y col., 1957;
De Robertis y Gerschenfeld, 1961; Brightman y Reese, 1967); estos pies
terminales son claves en el paso de sustancias desde la sangre hacia el tejido
nervioso (Snell, 2007; Gartner, 2008).

Una de las caracteristicas mas llamativas de los astrocitos es la
presencia en su citoplasma de microtabulos y microfilamentos; estas
gliofibrillas se disponen en haces y estan constituidas fundamentalmente por
la proteina glial fibrilar acida (GFAP), lo que permite su identificacion por
métodos inmunohistoquimicos (Dahl y Bignami, 1973a, b; Juanes, 1990;
McQueen y col.,, 1992). Los astrocitos se localizan tanto en el tejido nervioso
como en su superficie; en esta tltima forman parte de una capa marginal de
revestimiento, o capa limitante glial externa.

Dentro de los astrocitos se distinguen clasicamente dos tipos, los
astrocitos protoplasmaticos, que se localizan alrededor de los somas

neuronales, es decir en la sustancia gris; y los astrocitos fibrosos que se

10
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encuentran en la sustancia blanca. En la actualidad se pone en duda la
distincién entre unos y otros, puesto que ambos tipos presentan caracteres
ultraestructurales similares, comparten algunos determinantes antigénicos,
las mismas especializaciones de membrana y reaccionan de igual manera
ante las agresiones (véase Privat y Rataboul, 1986).

Aunque se cuestione la division de los astrocitos, lo cierto es que
son un conjunto de células que presentan cierta heterogeneidad, por lo que
su definicion es objeto de debate (Walz, 2000). Por el momento tampoco
tenemos elementos de juicio para entrar en el debate acerca de si los
astrocitos son un tipo celular con particularidades regionales o si se trata de
varios tipos o subtipos de células especializadas morfologica y
funcionalmente. En el hipocampo del raton, segin sus caracteristicas
electrofisiologicas, se diferencian astrocitos “complejos” y “pasivos” segun
muestren una corriente de K+ hacia fuera o hacia adentro (Steinhauser et al.,
1994). Mediante esta clasificacion se encuentra un patrén de caracteres que
apoya la existencia de, al menos, dos subtipos de astrocitos en dicho
territorio. Estos tipos difieren en morfologia y expresion de moléculas que
unen (receptores) o tranportan glutamato (Matthias y col., 2003).

En los ultimos afios también se han obtenido datos que indican
que los astrocitos presentan fases definidas en su desarrollo en las cuales
manifiestan distintos fenotipos electrofisiologicos (Zhou y col, 2006).
Nuestro método para reconocer y marcar los astrocitos es la deteccion de sus
filamentos intermedios caracteristicos del adulto, mas concretamente la
proteina glial fibrilar acida (GFAP). Debemos, no obstante, recordar que los
astrocitos inmaduros se marcan con vimentina (VIM) y nestina, que son los
filamentos intermedios que constituyen su citoesqueleto en las primeras
etapas. Mas tarde, conforme van madurando estos filamentos son
reemplazados por los de GFAP. Durante un periodo del desarrollo la

expresion de estos filamentos puede solaparse, pero en el animal adulto la

11
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coexpresion sdlo se advierte en circunstancias de gliosis reactiva (Eliasson y

col., 1999).

1.1.1.3.2 Oligodendroglia

El término oligodendroglia fue introducido por Rio Hortega en
1921 para describir unas células con escasas prolongaciones en preparaciones
tefidas con impregnaciones metdlicas; estas prolongaciones salen
radialmente de un cuerpo celular poligonal o esférico. Los oligodendrocitos
se encuentran tanto en la sustancia gris como en la blanca. En la sustancia
blanca se encuentran alineados entre las fibras nerviosas, son los
oligodendrocitos interfasciculares, mientras que en la sustancia gris se
asocian a grupos de fibras nerviosas mielinizadas o bien, mantienen una
estrecha asociacion con las neuronas, son las llamadas células satélites.

Con el microscopio electrénico se diferencian tres tipos de
oligodendrocitos dependiendo de su densidad electrénica: oscuros, claros e
intermedios (Mori y Leblond, 1970).

En cuanto a la funcion de este tipo de neuroglia, se sabe que son
las células encargadas de producir las vainas de mielina en el sistema
nervioso central. Seguin algunos autores (Hydén, 1959, 1967; Hydén y Pigon,
1960) existiria una relacion simbidtica entre las neuronas y los
oligodendrocitos satélites, interviniendo estos tltimos en la nutricion de las
neuronas. Por ultimo, también se atribuye a los oligodendrocitos una funcion

fagocitaria (Ferraro y Davidoff, 1928).

1.1.1.3.3 Microglia

La microglia es el sistema macrofagico del SNC, distribuyéndose

por toda su extension (Imamoto, 1981, Thomas, 1992). La microglia

12
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constituye, al parecer, un 20% de la poblacion de células gliales y su funcién
consiste en eliminar por fagocitosis los detritus celulares y las células
nerviosas muertas que desaparecen a lo largo del desarrollo (apoptosis) o
bien los virus, bacterias o materiales extrafios (Gartner, 2008). Asimismo
participan en los procesos inflamatorios o infecciones del SNC, por lo que su
papel es relevante en muchas enfermedades neurodegenerativas e
infecciosas, tal como demuestran las investigaciones realizadas en los altimos
anos.

La microglia puede también liberar sustancias citotoxicas. En
cultivo secretan cantidades notables de H:0:y NO, que pueden producir
muerte neuronal. Las proteasas secretadas por la microglia también causan
dafio celular, al tiempo que las citoquinas (tipo IL-1) producen
desmielinizacion de axones. Finalmente la microglia puede lesionar neuronas
liberando glutamato y aspartato (via receptores NMDA), de manera que la
accion de estas células es responsable de dafos colaterales importantes
(Gehrmann y col., 1995).

Las celulas microgliales son tremendamente plasticas, y son
capaces de reaccionar, segun su funcion y localizacion, mediante una serie de
cambios estructurales que son conocidos. Tal plasticidad se requiere para
cumplir adecuadamente la gran variedad de funciones inmunitarias que
estas células llevan a cabo y que tienen por objeto mantener la homeostasis

en el medio cerebral.

1.1.1.3.4 Una nueva vision sobre el papel de la glia.

Las células gliales son el grupo celular mas abundante en el
cerebro y, como hemos sefialado, conocemos bien su funcion como células
subalternas al servicio del normal funcionamiento de las neuronas. No

obstante, en las dos ultimas décadas se han realizado numerosas
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observaciones que estan cambiando esta vision clasica del papel de las
células gliales. Asi se ha sabido que los dos tipos de células macrogliales
(astrocitos y oligodendrocitos) expresan canales idnicos y receptores
acoplados a proteinas G, propiedades que antes se creian exclusivas de las
neuronas. Estas células pueden, por tanto, recibir sefales de las neuronas en
funcidon del tipo celular, estadio de desarrollo y area cerebral donde se
localizen, participando mas activamente de lo que se pensaba en la funcion
cerebral (Gallo y Russell, 1995).

Es mads, en los ultimos afios, se ha planteado que la glia
desempenia un papel activo en el control de la actividad neuronal asi como
de la neurotransmisiéon sindptica (Araque y col., 1999; Carmignoto, 2000;
Gallo y Ghiani, 2000; Ullian y col., 2001; Bezzi y Volterra, 2001; Allen y
Barres, 2009; Halassa y Haydon, 2010; Giaume y col., 2010; Navarrete y col.,
2012). El panorama actual nos presenta a la glia, en especial los astrocitos,
como células capaces de recibir, elaborar y transmitir informacion (ademas
de cumplir con las funciones sefialadas antes). Los datos en que se basan los
autores citados pueden resumirse como sigue:

I. La mayoria de los neurotransmisores (glutamato, dopamina,
noradrenalina, GABA, acetilcolina o adenosina y otros)
liberados desde las terminaciones nerviosas, ademas de su
accion sobre la neurona postsindptica, son capaces de activar
receptores presentes los en astrocitos vecinos y, de este modo,
inducir cambios en la concentracion intracelular de Ca++ de
estas células. Estos cambios determinan que los astrocitos
liberen, a su vez, sustancias neuroactivas (glutamato, ATP,
prostaglandinas, D-serina, 6xido nitrico) las cuales van a
modular la actividad neuronal (lo que se conoce como

gliotransmision). De lo expuesto se deduce la existencia de una
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II.

II1.

IV.

red de interacciones entre neuronas y células gliales, con

mensajes quimicos moduladores en ambos sentidos.

El repertorio de interacciones entre neuronas y células gliales se
completa con la demostracion reciente, por métodos
electrofisiologicos y ultraestructurales, de sinapsis quimicas
entre neuronas y células precursoras de oligodendrocitos en el
hipocampo (Bergles y col., 2000). Este hecho, sin embargo, no es
tan novedoso si tenemos en cuenta que desde hace mas de tres
décadas se sabe que los tanicitos, células gliales especializadas
que se encuentran en el hipotdlamo, estan ricamente inervados
(Kobayashi y Matsui, 1969; véase Peruzzo, 2001). Ademas,
neuronas y células gliales pueden acoplarse eléctricamente a
través de gap junctions, lo que ha sido demostrado tanto en
cultivo como in situ en el locus ceruleus (véase Bezzi y Volterra,

2001).

Ya se conoce que, en la glia, el glutamato se almacena en
vesiculas y se libera por exocitosis (Montana y col., 2004, 2006);
de manera que el proceso es similar al que tiene lugar en los
terminales sindpticos de las neuronas; es decir, las neuronas y
los astrocitos intercambian senales wutilizando el mismo

transmisor.

Entre las nuevas funciones que se atribuyen a la glia estaria la
de inducir el establecimiento de sinapsis entre neuronas, asi
como estabilizar las ya establecidas. El grupo de Barres en la
Universidad de Stanford sefiala que el nimero de sinapsis que

recibe una neurona no es una propiedad determinada de dicha
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neurona, sino que puede estar regulada por senales externas.
En ausencia de glia las neuronas cultivadas tienen una
capacidad muy limitada para formar sinapsis, pero en presencia
de astrocitos se incrementa hasta siete veces el numero de
sinapsis estructuralmente maduras (Ullian y col., 2001; Allen y

Barres, 2009).

En el hipotdlamo mediobasal las neuronas del nucleo arcuato
mantienen abundantes contactos con las prolongaciones de las células gliales.
Esta relacién sufre variaciones en el estado funcional de las neuronas e
influye en el nimero de contactos sinapticos que reciben dichas neuronas. En
el Instituto Cajal, el grupo de Garcia-Segura ha estudiado el grado de
contacto glia/neurona en el nudcleo arcuato a lo largo del ciclo estral. Sus
hallazgos indican que durante la tarde de proestro y la mafiana de estro
aumenta la superficie de membrana de las neuronas cubierta por las
prolongaciones gliales, y que este incremento se acompana de un descenso
en el nimero de sinapsis que reciben estas neuronas, produciéndose una
desconexion entre los somas y los terminales presinapticos (Garcia-Segura y
col., 1994).

Otra manera de ver la importancia determinante del papel que
juegan los astrocitos en el funcionamiento del sistema nervioso surge cuando
se analiza su distribucion espacial. En el hipocampo de ratas, los astrocitos
(cuyas prolongaciones se llenan con colorante) ocupan territorios separados
de unas 70 mil micras cubicas (lo que equivale a arborizaciones
tridimensionales de algo mas de 40 micras de lado). El mismo concepto de
dominio o zona de influencia, aplicado a los astrocitos protoplasmaticos del
cortex humano da resultados semejantes con cierto solapamiento (Kimelberg
y Nedergaard, 2010). Esto permite plantear que un astrocito reaccionaria

como una entidad con cierta autonomia ante los cambios neuronales en su
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territorio, en el que habra unas 100.000 sinapsis (Bushong et al., 2002) y un

cierto numero de capilares.

1.1.1.3.5 Otros datos sobre la biologia y funcion de los astrocitos

Ya hemos sefialado que cada astrocito puede contactar con miles
de sinapsis. En la sustancia gris las prolongaciones de los astrocitos rodean a
las sinapsis y mantienen con ellas una relacion muy estrecha; en la sustancia
blanca rodean a multitud de axones. Ademas los astrocitos contactan con los
vasos sanguineos cerebrales mediante extensiones o pies terminales (endfoot)
que sirven para recoger sustratos metabolicos (glucosa) o para transmitir
mensajes que regulan el didametro vascular en relacion con la actividad de las
neuronas (Mulligan y MacVicar, 2004).

Los astrocitos son capaces de informarse de los cambios en el
ambiente que los rodea y responder al momento para ajustarlos a las
necesidades de las neuronas. Asi, regulan la concentracion extracelular de
iones, influyen en el niimero, estabilidad y nivel de actividad de las sinapsis
a través de la sintesis y reciclado de los neurotransmisores, y se comunican
con otros astrocitos y con las neuronas vecinas liberando varios transmisores
(Allen y Barres, 2005; Escartin y col,, 2006). En suma, el funcionamiento
neuronal estd atado irrevocablemente al de los astrocitos de manera que las
disfunciones astrocitarias tienen un impacto directo sobre la actividad

neuronal. Veamos con mas detalle algunas de las funciones de los astrocitos.

Metabolismo y nutrientes

Los astrocitos realizan un seguimiento de la actividad neuronal en
su region y regulan el flujo sanguineo de acuerdo con las necesidades, de
manera que haya glucosa disponible (la fuente basica de energia en el

cerebro), bien de sus reservas de glucogeno o de los vasos vecinos. Para ello
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los astrocitos se disponen fisicamente estableciendo un puente de
continuidad entre los vasos y las neuronas (Simard y col., 2003; Zonta y col.,
2003), contactando con aquellos a través de los pies terminales (que
contienen transportadores de glucosa, Leloup y col., 1994; Leino y col., 1997).
Esta disposicion sirve, ademas, a la regulacion del flujo sanguineo cerebral
induciendo vasodilatacion o vasoconstriccion en funcion de las necesidades.
Cuando los astrocitos detectan actividad neuronal, la glucosa que
contienen sufre glicolisis, proceso que produce rdpidamente acido lactico. El
acido lactico es liberado y utilizado por las neuronas para producir ATP
(Pellerin y Magistretti, 2004). Otro modo de proporcionar sustratos
metabdlicos es la produccion de piruvato a partir de L-serina, sustancia que
puede ser utilizada como fuente de acido lactico; de hecho el enzima
responsable, la serina racemasa, se encuentra preferentemente en los
astrocitos (Foltyn y col., 2005). Que los astrocitos sean la fuente energética de
las neuronas también significa que la alteracion del metabolismo glial
conlleva la vulnerabilidad de las neuronas a la lesion neurotdxica (Lian y

Stringer, 2004).

Metabolismo idnico.

Los astrocitos participan en la regulacién de la concentracion
idnica en el conjunto del cerebro y, en particular, en las sinapsis. La
comunicacion bidireccional entre los astrocitos y las neuronas se consigue
mediante la liberacién y captacion de iones como Ca2+, K+, y H+. El K+
liberado durante la despolarizacion presindptica es captado por los astrocitos
adyacentes y redistribuido entre un conjunto de astrocitos via gap junctions,
lo que se conoce como tamponamiento espacial (Laming y col., 2000). Es asi
como el gradiente de potencial del equilibrio del K+ mueve este ién de un
area de concentracion elevada a otra de baja concentracion, alejandolo de la

neurona activa.
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También fluctiia el pH intra y extracelular de un drea concreta
durante los episodios de actividad neuronal. Los astrocitos regulan el pH
mediante varios procesos, incluyendo el intercambio y transporte de iones.
En su respuesta a los cambios en las necesidades metabdlicas los astrocitos
alteran la expresidon genética o su propia morfologia, asi como la de las

neuronas y sinapsis de alrededor (Magistretti, 2006).

Gliotransmision
Otra de las vias cruciales de los astrocitos para controlar y
responder al ambiente es la sintesis, liberacién y regulaciéon de varias

moléculas de sefalizacion, entre ellas la S100b, Ca2+, glutamato, y D-serina.

S100b.

La proteina S100b, asi llamada por ser 100% soluble en sulfato de
amonio saturado, es una molécula producida por los astrocitos que participa
en multitud de cascadas de sefiales dependientes del Ca2+, que influyen en la
estructura y funcién tanto de los propios astrocitos como de las neuronas
(Rothermundt y col., 2003). Durante el desarrollo la S100b regula la
proliferacion y diferenciacion celular y la sinaptogénesis (Rothermundt y
col., 2004a), mas tarde, en el SNC maduro, la S100b se acumula en las
prolongaciones de los astrocitos donde va a modular niveles de actividad
enzimatica, factores de transcripcion y fosforilacion de proteinas (Zimmer y
col., 1995). La expresion de S100b influye también en el metabolismo
energético, homeostasis del calcio, y crecimiento y diferenciacion celular,
incluyendo el grado de extension de las prolongaciones de los astrocitos, en
parte regulando la incorporacién al citoesqueleto dependiente de la
fosforilaciéon de GFAP (Garbuglia y col., 1999; Mbele y col., 2002). La S100b es
secretada a la sinapsis por los astrocitos, donde se piensa que juega un papel

en la plasticidad sindptica (Nishiyama y col., 2005).
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Inhibiendo la expresion de S100b en astrocitos en cultivo se altera
la morfologia y proliferacion de estas células (Selinfreund y col., 1990). Los
cambios en la expresion de S100b pueden alterar el crecimiento de axones y
dendritas (Whitaker-Azmitia y col.,, 1997; Nishiyama y col.,, 2002). A Ia
inversa, en ausencia de astrocitos el crecimiento neuronal estda muy limitado,
tanto in vivo como in vitro, un fendmeno que podria depender de la
funcionalidad de la S100b (Nagler y col., 2001; Ullian y col., 2001; Ullian y
col.,, 2004). Las alteraciones en la expresiéon de S100b producen incluso
cambios de conducta. La sobreexpresion de S100b en ratones transgénicos
altera el aprendizaje espacial, reduce la conducta exploradora y la
ramificacién de las neuronas (Gerlai y col., 1994; Whitaker-Azmitia y col,,
1997; Winocura y col., 2001), mientras que los ratones sin 5100b, muestran
una plasticidad sindptica, aprendizaje y memoria aumentados (Nishiyama y

col., 2002).

Serializacion por Ca2+

El descubrimiento de que los astrocitos eran capaces de propagar
ondas ce Ca2+ entre ellos fue uno de los factores que inicio el renovado
interés por estas células en la ultima década del pasado siglo (Cornell-Bell y
col., 1990b; Charles y col.,, 1991). En cultivo la liberacién de Ca2+ por los
astrocitos viaja a unas 20 um/s, alcanzando unos 20-60 astrocitos alrededor
por cada onda, y afectando un area de unas 50-300 pm (Tian y col., 2006).

La disposicion de los astrocitos en microdominios permite que las
fluctuaciones de Ca2+ se propaguen por el sincitio de astrocitos a través de
las uniones en hendidura (gap) (Cornell-Bell y col., 1990b; Saez y col., 2003).
De esta manera los astrocitos se informan, ajustan y responden a una gran
variedad de situaciones como una entidad individual o parte de una unidad
funcional. Ademads, se ha comprobado la existencia de sefalizacion entre

astrocitos y sefalizacion de astrocitos a neuronas utilizando las ondas de
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Ca2+ (Hassinger y col., 1996). Esto es asi porque la liberacion sindptica de
varias moléculas (como el glutamato) activa a los astrocitos via receptores
ionotropos o metabotropos. En el caso de la activacién mediada por mGIuR,
los niveles de Ca2+ intracelular aumentan (via PLC e IP3), una via con
multiples efectos en cascada (Hansson y Ronnback, 2003), entre ellos la

liberacién de glutamato y ATP por parte de los astrocitos.

Transmision glutamatérgica.

Ademas de la modulacion bidireccional de la actividad sindptica
via Ca2+, los astrocitos pueden responder a la activacion neuronal liberando
transmisores, como el propio glutamato y su coagonista D-serina, que son
parte de un sistema mayor que relaciona a los astrocitos y la transmision
glutamatérgica (Parpura y col., 1994; Schell y col., 1995; Montana y col., 2004;
Mothet y col., 2005).

El glutamato es el primer neurotransmisor excitador del cerebro y
los astrocitos juegan un papel capital en la regulacion de la transmision
excitadora a varios niveles: controlando la sintesis, liberacion, captacion y
reciclado del neurotransmisor. Los astrocitos pueden sintetizar glutamato a
partir de glucosa via piruvato carboxilasa. Dado que las neuronas no
contienen este enzima dependen totalmente de los astrocitos para obtener el
glutamato, tanto como sustrato metabdlico como para la neurotransmision
(Hertz y Zielke, 2004).

Una vez liberado el glutamato en la sinapsis, la transmision
termina con el transporte del neurotransmisor por parte de los astrocitos,
mediante sus transportadores de afinidad alta (EAATS) tipos 1, 2, 3, y 4
(Conti y col., 1998; Sonnewald y col., 2002; Hu y col., 2003; Kim y col., 2003;
Su y col,, 2003). Una vez en el astrocito, uno de sus destinos es ser convertido
en glutamina por el enzima glutamina sintetasa (GS), un enzima dependiente

de ATP que se detecta en la mayoria de los tejidos (Suarez y col., 2002). En el
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cerebro este enzima estd en el citoplasma astrocitario, donde mantiene el
ciclo glutamato-glutamina y es responsable del metabolismo del nitrogeno y
la detoxificacion del amonio. Mas aun, la GS puede modular fendmenos
relacionados con la memoria como la LTP. Hay un estudio que muestra que
el bloqueo de la GS en pollo anula la capacidad para consolidar la memoria

(Gibbs y col., 1996).
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El glutamato captado por los astrocitos de la sinapsis puede ser
utilizado en la via metabdlica (recuérdese que es un aminoacido que forma

parte de las proteinas) o como neurotransmisor, pero no puede ser
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transportado directamente a las neuronas via sinapsis por su efecto
excitotdxico si permanece activando los receptores (Danbolt, 2001).

Asi pues el glutamato debe ser convertido en glutamina antes de
volver a las neuronas vecinas para ser reutilizado como transmisor (Had-
Aissouni y col., 2002). Una vez que la glutamina vuelve a la neurona
presindptica se convierte de nuevo en glutamato, ahora por el enzima
glutaminasa, y se empaqueta nuevamente en las vesiculas sindpticas por los
transportadores vesiculares (Bellocchio y col., 2000). La neurona presinaptica
tiene entonces glutamato para un nuevo ciclo que es esencial tanto para la

eficacia de las sinapsis como para la supervivencia de las neuronas.

Papel de la D-serina.

La emergencia de la D-serina como modulador endégeno del
receptor NMDA y como gliotransmisor es bastante reciente. La presencia de
la D-serina en cantidades relevantes en el cerebro de los mamiferos fue
sefalada hace afios (Hashimoto y col., 1992). Poco después se demostraba
que se une con gran afinidad al sitio de la glicina en el receptor NMDA, con
una potencia tres veces superior a la glicina (Matsui y col., 1995; Schell y col.,
1995; Wolosker y col., 1999).

La liberacion de D-serina desde los astrocitos in vitro estd mediada
por receptores tipo AMPA, kainato y mGluR (Schell y col., 1995; Martineau y
col., 2005; Fujii y col., 2006). También se ha demostrado el almacenamiento
vesicular y la liberacion de D-serina (lo mismo que el glutamato y el ATP)
por los astrocitos por mecanismos similares a los de las neuronas (Coco y
col., 2003; Bezzi y col., 2004; Mothet y col., 2005). Otros métodos de liberacion
es a través de los canales de las gap junctions o por transportadores
trasmembrana, como sucede con el ATP y el glutamato (Ribeiro y col., 2002;
Volterra y Meldolesi, 2005). El incremento en el glutamato sinaptico por

activacion neuronal, desencadena la liberacion de D-serina por los astrocitos
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a la sinapsis donde, junto con el glutamato, activa al receptor NMDA
(Martineau y col., 2005). Por tanto los astrocitos estdn implicados en la
activacion NMDA a través de la D-serina, participando en todas sus
funciones, como la LTP y el aprendizaje o la memoria (Kelley y col., 2003;
Martineau y col., 2005). En ratas algunos déficits en aprendizaje y memoria
relacionados con el envejecimiento revierten administrando D-serina
exogena (Mothet y col.,, 2006). Al contrario, en ausencia de astrocitos las
neuronas del hipocampo son incapaces de producir LTP activada por NMDA
(Yang y col., 2003).

La D-serina se elimina de la sinapsis por la accion de varios
transportadores localizados tanto en las neuronas como en los astrocitos
(Yamamoto y col., 2001; Javitt y col., 2002). La degradacion se lleva a cabo, en
parte, por la D-amino acido oxidasa (DAAQO), un enzima que expresan los
astrocitos. La sintesis de D-serina es realizada por la serina racemasa, enzima
preferentemente astrocitario (Schell y col., 1995; Schell y col., 1997; Wolosker
y col., 1999a; Miranda y col., 2000; Yasuda, 2001) que parece ser el principal
regulador de los niveles intra y extracelulares de D-serina (Foltyn y col., 2005;

Kim y col., 2005).

1.1.1.3.6 Los astrocitos en las enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas

Los astrocitos reaccionan frente a un buen nimero de agentes
nocivos, incluyendo traumatismos, infecciones, epilepsia y degeneracion
neuronal. Los astrocitos reactivos, sea cual sea la circunstancia, muestran una
hipertrofia de sus prolongaciones y una mayor produccion de las proteinas
GFAP y vimentina. La ablacion genética de estos filamentos intermedios
exacerba las lesiones neuronales que produce la oclusion de la arteria
cerebral media, lo que sugiere que la mayor produccion de estas moléculas es

beneficiosa en circunstancias de lesion (véase Halassa y Haydon, 2010).

24



Alejandra Casadiego Cubides Tesis Doctoral Introduccion

Asimismo hay estudios que sugieren que, en algunas
circunstancias, la astrocitosis reactiva se acompana de proliferacion de los
astrocitos, e incluso se ha comprobado que los astrocitos adultos son capaces
de dividirse en respuesta a lesion (Buffo y col., 2008). No obstante la mayor o
menos expresion de los filamentos no guarda relacion directa con la
proliferacion de los astrocitos.

Al revés de lo que sucede en las alteraciones neuroldgicas, en que
se advierte un incremento en la expresion de las proteinas de los filamentos
intermedios (GFAP), dos de los cuadros psiquiatricos mas llamativos, la
depresion mayor y la esquizofrenia, se caracterizan por una reduccion en la
expresion de esta proteina (y tal vez una reduccién del nimero de células
gliales) en la corteza prefrontal, segtin se desprende de estudios postmortem.
Por el momento se desconoce si estos cambios se hallan entre las causas de
los citados cuadros o si son consecuencia de las enfermedades (véase Halassa
y Haydon, 2010).

Otros estudios han observado una expresion genética alterada de
GFAP, transportadores de glutamato y glutamina sintetasa en la depresion
mayor. En un modelo experimental de depresion el ciclo del glutamato en la
corteza se halla reducido, pero la administracién de Riluzol, que facilita la
captacion de glutamato por parte de los astrocitos, revierte los signos
causados por el estrés (anhedonia, impotencia), lo que sugiere que la
estimulacion del ciclo glutamato-glutamina (que realizan los astrocitos)
puede ser terapéutico en la depresion mayor.

(Es posible que alguna de las enfermedades psiquiatricas se deba
en parte a cambios o anomalias en la gliotransmision? La respuesta no se
conoce con certeza todavia, pero resulta curioso que la cicloserina, un
andlogo del gliotransmisor D-serina, se esté empleando en el tratamiento de
la esquizofrenia. Hace afios se empezo6 a especular que en ciertos cuadros

psiquiatricos parece existir hipoactividad de los astrocitos, cuya consecuencia
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es una disminucion de la activacion de los receptores neuronales tipo NMDA
(Moises y col., 2002; Halassa y col., 2007). Un cuadro de hipoactivacién como
el planteado parece ser la via final en la fisiopatologia de la esquizofrenia,
con lo que la hipoactividad glial podria estar detrds de esta terrible
enfermedad.

Otra de las hipotesis sobre el origen de la esquizofrenia plantea
que se debe a un trastorno del desarrollo y sugiere que, cuando a una
vulnerabilidad genética se une la alteracion en los procesos de neurogénesis,
migracion, diferenciacion y/o formacion de las sinapsis, podemos encontrar
alguno de los defectos estructurales y funcionales que suelen estar presentes
en esta enfermedad. Sin embargo, cuando se perturba el desarrollo las células
afectadas no son solo las neuronas; de hecho, un estudio reciente postmorten
sobre el perfil de genes alterados en la esquizofrenia, indicd que los genes
alterados con mayor frecuencia fueron los relacionados con la funcién glial
(Sugai y col., 2004).

Hasta el momento existen evidencias fragmentarias, pero no
tenemos una vision completa y acabada de las causas de estas enfermedades.
Es necesario por tanto continuar los esfuerzos para poder aclarar, en un
futuro préximo, el papel que tienen las células gliales en la patologia
neuroldgica y mental. Para una mayor informacién sobre el papel de la glia
en la patologia mental, véanse Toro y col.,, (2006); Bernstein y col., (2009);

Kimelberg y Nedergaard (2010).
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1.1.2 Breve presentacion anatdmica de las regiones del SN objeto de este

estudio

Como quiera que nuestro trabajo pretende revisar las
modificaciones de la reactividad glial en un buen nimero de territorios del
SNC, haremos ahora una breve presentacion de la organizacion e
importancia de dichas regiones, prescindiendo de las que no guarden
relacion con el trabajo realizado.

Las regiones seleccionadas para su estudio son la corteza cingular
y el hipocampo, por lo que se refiere a regiones corticales, y el estriado, el
complejo amigdalino y el ntcleo Accumbens como representantes de los
nucleos centrales. Hemos afiadido el hipotdlamo mediobasal por ser una
region bien conocida por nuestro grupo y porque en esta region comenzamos
a estudiar los efectos de los antipsicoticos sobre la glia.

Los territorios elegidos son de especial importancia en las tareas
cognitivas y emocionales, son regiones que reciben una rica inervacion de los
sistemas dopaminérgico y serotoninérgico (Heimer y col., 2007), por lo que
entendemos que han de estar implicadas en la respuesta a los tratamientos
con antipsicéticos. Las regiones seleccionadas no son seguramente todas las
dianas de los citados tratamientos, pero es cierto que se encuentran entre las
mas relevantes. Las notas que siguen estdn extraidas de los libros
Neurociencia, de Purves y col. (2007)); Principios de Neurociencia (Heines,

2004) y Anatomy of Neuropsychiatry (Heimer y col., 2007).
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1.1.2.1 Corteza Prefrontal y Cingular

La corteza prefrontal es la region anterior de los 16bulos frontales,
mas concretamente comprende los territorios situados por delante de la
corteza motora y premotora. Esta region se relaciona con funciones ejecutivas
de la conducta, lo que significa que participa en la planificacion de la
conducta compleja, la prevision de las consecuencias de nuestros actos, la
expresion de la personalidad, la toma de decisiones o la conducta social etc.
En suma la corteza prefrontal regula los pensamientos y la conducta
orientada a la consecucion de objetivos.

Dentro de la corteza prefrontal existen muchas dreas y se pueden
diferenciar varios territorios que, grosso modo, corresponden a las caras
lateral, medial y orbitaria del 16bulo frontal.

La circunvolucién o giro cingular es una estructura amplia en el
cerebro humano, que representa la parte dorsal del Grande lobe limbique de
Broca. Esta region cortical se sitia alrededor del cuerpo calloso y de los
rudimentos del hipocampo y dorsalmente esta limitado por el surco cingular.
Desde el punto de vista de la citoarquitectura, de adelante atras, se describen
varias divisiones funcionales.

Para la neuropsiquiatria la regién anterior merece la mayor
atencidén pues se asocia a alteraciones relacionadas con la motivacion y el
movimiento, lo que concuerda con sus amplias conexiones con la corteza
orbitofrontal, amigdala, Accumbens, insula anterior y regiones vegetativas
del tronco encefalico. Ya Papez decia que “la corteza cingular debe verse
como un organo receptor de la experiencia de la emocion”. La region dorsal,
mas cognitiva, estd conectada con el cortex prefrontal dorsolateral, el cortex

parietal y el 4rea motora suplementaria.
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La circunvolucion cingular también participa en las respuestas
emocionales. En estudios experimentales en animales la estimulacion del
cortex cingular produce alteraciones del SN vegetativo, incluyendo cambios
en los ritmos respiratorio y cardiaco, estimulacion sexual y conductas orales.
En humanos también se relaciona con la nocicepcion, y su estimulacion en
pacientes ha provocado una amplia variedad de respuestas de tipo afectivo,
tales como miedo, euforia, depresion y agresidon, asi como conductas de
desinhibicion, hipersexualidad y actividad obsesivo-compulsiva.

La lesién de la corteza cingular anterior produce un sindrome
caracterizado por embotamiento emocional y motivacion disminuida y se ha
propuesto que en depresivos hay una disminucién del flujo sanguineo y del
volumen del territorio. En la esquizofrenia también se ha encontrado una
reduccion de neuronas y del flujo sanguineo en la corteza cingular anterior.
La region posterior se relaciona mas con una funcion visuoespacial, el
aprendizaje y la memoria.

Las nuevas técnicas de neuroimagen funcional han implicado a la
corteza cingular anterior y ventral en tareas cognitivas en que hay que
seleccionar entre estimulos conflictivos o en competicion (Stroop test), de
manera que se piensa que una de las funciones de la corteza cingular ventral
anterior es evaluar los estimulos externos y seleccionar las respuestas mas
apropiadas en funcion de nuestras prioridades y objetivos.

Finalmente mencionaremos que algunas evidencias proponen que
la corteza cingular anterior juega un papel critico en la regulacion de los
estados de humor y en la conducta emocional y social. En pacientes con
lesiones adquiridas se observa apatia, falta de motivacion y relativa
insensibilidad al dolor, mientras que existe una actividad incrementada

durante los episodios de mania
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1.1.2.2 Hipocampo

La regién del hipocampo ha sido objeto de interés para los clinicos
desde hace dos siglos, pues ya Bouchet y Cazauvieilh (1825) sefialaban la
presencia de patologia en casos de epilepsia y psicosis.

El denominado hipocampo, por su semejanza con esta criatura, es
también una parte del 16bulo limbico, en este caso constituye la parte ventral.
En la actualidad sabemos que el hipocampo recibe sus aferencias sobre todo
desde la corteza que lo rodea (entorrinal y perirrinal), desde la cual le llega
informacion de muchas areas de la corteza y de, practicamente, todas las
modalidades sensoriales. También esta conectado con estructuras vecinas
como la amigdala. En cuanto a sus eferencias, podemos distinguir el férnix,
el tracto mas compacto, mediante el cual se conecta con el septum, nucleo
Accumbens, tdlamo anterior y cuerpos mamilares del hipotdlamo. Las
eferencias mas difusas conectan este territorio con las regiones vecinas
(corteza entorrinal).

Funcionalmente el hipocampo no es una parte esencial del cerebro
emocional. Hoy sabemos que su papel es determinante en el establecimiento
de la memoria de larga duracion, concretamente de la memoria consciente,
episddica. También pensamos que funciona mas bien como un comparador
de estimulos nuevos y familiares, actuando también en la iniciaciéon o
inhibicion de las estrategias apropiadas a cada situacion. A pesar de ser una
de las regiones mas investigadas del SN ain no comprendemos bien todas
las funciones del hipocampo.

En los cortes frontales del cerebro de rata el hipocampo es
diferente del humano, pues tiene una region dorsal bien desarrollada, que
serd el objeto de nuestras observaciones (ver la imagen que sigue). Lo que

nosotros veremos sera semejante a la imagen siguiente, donde se distinguen
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los territorios del giro dentado (DG) y del cuerno de Ammoén (Cornu

Ammonis = CA: CA1, CA2, CA3).

Actualmente se sabe que el hipocampo esta involucrado en la
esquizofrenia, bien uni o bilateralmente, reduciéndose en esta patologia. Mas
recientemente se ha prestado atencion a las alteraciones del hipocampo en
patologias relacionadas con el estrés, especialmente el estrés postraumatico.
Los adultos con estrés postraumatico tienen disminuido el tamano del
hipocampo en ambos lados, comparandoles con individuos que han sufrido
traumas (sin desarrollar estrés postraumatico) y con controles no
traumatizados.

El hipocampo es un territorio que muestra una gran plasticidad.
En el hipocampo postnatal tienen lugar procesos de apoptosis, y también se
ha establecido que es uno de los lugares donde existe neurogénesis en
individuos adultos. Tal plasticidad debe guardar relacion con su papel
modulador en muchas conductas y en la memoria.

En la psicosis de Korsakoff, que se produce por deficiencia de
tiamina casi siempre secundaria a alcoholismo, también se afecta la

formacién de recuerdos de memoria episodica. En este caso la patologia mas
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llamativa se localiza en los cuerpos mamilares, uno de los destinos
fundamentales del fornix. El hipocampo es asimismo uno de los lugares mas
afectados en la enfermedad de Alzheimer, junto con la lesion de las cortezas
entorrinal y perirrinal.

La organizacién del hipocampo es laminar, semejante a una
corteza en la que solo existen tres capas (Allocortex). Estas capas estan
constituidas por neuronas que son diferentes en el DG y en el CA; la capa
externa en ambos es la capa molecular, la capa media se llama granular en el
DG y piramidal en el CA, conteniendo las neuronas eferentes de cada
estructura. La capa interna es la capa multiforme, que en el CA también se
conoce como estratum oriens y que contiene, ademas de neuronas, muchos
elementos gliales. En la imagen siguiente se resume la conectividad del

hipocampo.

1.1.2.3 Cuerpo Estriado y Nucleo Accumbens

El cuerpo estriado, o simplemente estriado, es uno de los
componentes principales de los nucleos centrales del cerebro o ganglios
basales. Se trata de un conjunto de ntcleos que se sitian en el interior de
cada hemisferio y que esta integrado por los nticleos caudado y putamen (en
humanos separados por la cdpsula interna, pero en la rata en continuidad) y
por el ntucleo palido. Los dos primeros constituyen el neoestriado, tienen el
mismo origen y organizacion, compartiendo también conexiones; el nucleo

palido constituye el paleoestriado.
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Nucleus Accumbens
circled in blue.

Globus Pallidus circled in red.

Otra terminologia empleada por muchos autores es la de
“complejo estriado” para referirse a la unidad funcional que integran el
neoestriado y el estriado ventral, denominacién que se aplica al nucleo
Accumbens y al tubérculo olfatorio. El ntcleo Accumbens, (nucleus
Accumbens septi, nticleo que yace sobre el septum) que forma parte de nuestro
estudio, se sitia en la region rostral y ventral del hemisferio, debajo de la
zona donde el putamen se contintia con la cabeza del caudado (en humanos).

En la rata (véase en la imagen un corte frontal) el nucleo
Accumbens se dispone alrededor y por debajo de la comisura blanca anterior
y tiene dos partes bien diferenciadas, una region central y una corteza. Este
nucleo es el destino principal de la via dopaminérgica mesolimbica, que es
clave en los circuitos de recompensa y se ha involucrado también el

patologias como la esquizofrenia.
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Uno de los rasgos que definen el complejo estriado son los
estriosomas o parches. Se trata de regiones estriadas pobres en
acetilcolinesterasa. Contienen grandes cantidades de wuno o mads
neuropéptidos y diferentes tipos de receptores opiaceos. El resto del
complejo estriado es la matriz, donde la colinesterasa es abundante.

Las aferencias mas abundantes al estriado proceden de la corteza
cerebral. Otras llegan desde el talamo y la sustancia negra. La via de salida
del neoestriado es el palido, bien directamente o a través del nucleo
subtalamico.

El ntcleo palido estd integrado por neuronas gabaérgicas con una
gran actividad esponténea, de forma que inhiben de forma ténica a sus zonas
de proyeccion. Dentro de este nticleo se distinguen dos porciones, medial y
lateral que cumplen funciones diferentes, al menos en humanos.

En todo caso, el complejo estriado, que recibe una amplia
inervacion cortical y dopaminérgica del tronco encefalico, conecta con el
palido y, a través de él proyecta al tadlamo, desde donde la informacion
vuelve a la corteza. De esta manera se constituyen una serie de circuitos de

procesamiento de informacion que comienzan y terminan en la corteza y que
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permiten modular la actividad cortical. Entre estos circuitos existen tres, el
prefrontal dorsolateral, el orbitofrontal lateral y el limbico que son esenciales

en los procesos cognitivos y emocionales.

1.1.2.4 Complejo amigdalino

Al igual que el hipocampo el complejo nuclear amigdalino
(denominado con frecuencia amigdala) se localiza en el lébulo temporal,
concretamente en su parte rostral y medial, por delante del hipocampo y del
cuerno temporal del ventriculo lateral en los humanos.

Se trata de un conjunto de nucleos (hasta 13 subnucleos en
primates) que pueden sistematizarse en un grupo basolateral y otro
corticomedial en el que se incluiria el nucleo central. Funcionalmente, el
primero de los grupos estd ampliamente conectado con la corteza y
estructuras limbicas, mientras que el segundo tiene una mayor relaciéon con

el olfato.

La amigdala esta conectada con un gran nimero de estructuras lo
que le permite integrar informacioén de diferentes modalidades e influir en

las respuestas motoras y vegetativas.
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Segun los hallazgos experimentales en animales, los datos
proporcionados por los estudios de neuroimagen y las observaciones
realizadas en pacientes de la enfermedad de Urbach-Wiethe (en que se
produce la degeneracion bilateral de estas regiones), sabemos que el
complejo amigdalino participa activamente en el aprendizaje vy
almacenamiento de las emociones, especialmente de emociones negativas
como el miedo y, en general, en la evaluacion emocional del ambiente.
También tiene que ver con la conducta sexual.

La estimulacion de la amigdala puede producir ansiedad y
reacciones de miedo, y se ha observado su activacion en los ataques de
panico, fobia social o estrés postraumatico. En suma, parece que la amigdala
es clave en la deteccidn y evaluacion subconsciente de potenciales amenazas
y peligros que pueda haber en el ambiente.

En cuanto a su participacion en patologia mental se han observado
alteraciones de la amigdala en pacientes con depresion mayor, trastorno

bipolar y esquizofrenia.

1.1.2.5 Hipotalamo

El hipotalamo es la division del diencéfalo que se relaciona con las
funciones viscerales, autonomas y endocrinas. Todas estas funciones tienen
un vinculo estrecho con la conducta afectiva y emocional. Esta situado a
ambos lados del tercer ventriculo por debajo de los surcos hipotaldmicos y se
extiende a través del suelo de este ventriculo. En la cara ventral del encéfalo
emerge el infundibulo por detrds del quiasma Optico, al cual esta unida la
hipofisis.

Externamente el hipotalamo est4 limitado en direccion rostral por
el quiasma Optico, hacia ambos lados por las cintillas dpticas y hacia atras

por los cuerpos mamilares. La zona que forma el piso del tercer ventriculo se
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denomina eminencia media del tuber cinereum. La porcién rostral al tallo
infundibular contiene la eminencia media anterior; la porcion mas distal del
proceso infundibular es la neurohipofisis.

La eminencia media representa el punto final de convergencia de
las vias del sistema nervioso central en el sistema endocrino periférico, es la

interfase anatémica entre el cerebro y la hipofisis anterior.

LHaA

nuclel

El hipotalamo estd conformado por un gran nimero de nucleos,

de los cuales nos interesa especialmente el nucleo arcuato. Este nucleo,
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relacionado con diversas funciones, como el control de la esfera gonadal o
del apetito, contiene neuronas dopaminérgicas y es el origen de un corto
tracto de fibras, el haz tuberoinfundibular, que termina en la eminencia
media, desde donde pasa al 16bulo anterior hipofisario, donde actiia como

una hormona inhibidora de la liberacidn de prolactina.
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1.1.3 Antipsicoticos. Acciones sobre el sistema nervioso

Los antipsicoticos (también Illamados neurolépticos o
tranquilizantes mayores) son farmacos empleados sobre todo en el &mbito de
la psiquiatria para el control de los sintomas de las psicosis, incluyendo
alucinaciones, delirios o las alteraciones del pensamiento.

La primera generacion de estas sustancias se descubrio en los afios
cincuenta del pasado siglo. Se conocen como antipsicoticos tipicos y entre
ellos tenemos fenotiazinas (Clorpromacina) y butirofenonas (Haloperidol). El
primero, la Clorpromacina comenzo a emplearse como anestésico quirurgico,
pasando a un uso psiquidtrico al comprobarse su potente efecto calmante. En
su momento se vio su accion como una lobotomia farmacoldgica. Recuérdese
que la lobotomia, en su momento, se empleaba para tratar las psicosis en
casos extremos, si bien su efecto sobre la conducta y la funcién mental eran
muy marcados. La Clorpromacina reducia los sintomas de las psicosis de
manera mas especifica, lo que permitié disminuir el aislamiento y la sedacion
en pacientes agitados. Hacia 1958 se introdujo el Haloperidol.

El primer tratamiento de una enfermedad psiquidtrica con
Clorpromazina fue publicado por Delay, Deniker y Harl en 1952,
describiendo una tipica respuesta tranquilizante en un caso de excitacion
maniaca. Las acciones farmacologicas de los neurolépticos, tomando como
base la Clorpromazina, se pueden describir como:

-Efecto  antipsicotico:  accion  tranquilizante  neuroléptica

acompanada, sobre todo al iniciar el tratamiento, de una accion

sedativa, aunque se desarrolla rdpidamente tolerancia
persistiendo la accion tranquilizante. El efecto antipsicdtico

empieza a ser evidente a las 2-3 semanas de tratamiento y en 6

meses se produce el efecto completo en la mayoria de los

pacientes.
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-Efecto Tranquilizante: disminuye la agitacion y excitacion
-Profilaxis de las recurrencias

-Depresién de algunas actividades del hipotalamo, como la accion
sobre el centro termorregulador

-Bloqueo de los receptores dopaminérgicos y de la sobreactividad
de esta catecolamina, produciendo una mejoria del cuadro
psicatico.

-Reacciones extrapiramidales y como consecuencia un efecto
parkinsoniano con temblor, rigidez, aquinesia, trastornos de la
marcha, el lenguaje y la escritura.

-Acatisia: sensacion subjetiva de intranquilidad motora que no

permite al enfermo permanecer quieto.

Los antipsicoticos empezaron a emplearse en los 50 del siglo
pasado, y andando el tiempo se ha ido conociendo su mecanismo de accion.
Como se ha senalado, estos farmacos actian mediante el bloqueo de
receptores de neurotransmisores, particularmente los dopaminérgicos; la
intensidad de la accion antagonista competitiva, es proporcional al efecto
antipsicotico.

Lo que hoy sabemos es que todos los antipsicdticos tipicos
bloquean los receptores D2, y es necesario una ocupacién del 60-70% para
obtener actividad antipsicdtica; ahora bien, si la ocupaciéon excede del 80%
aumentan los signos extrapiramidales (Kapur y col, 2006). La accion
preferente sobre D2 se deduce de estudios realizados in vitro, si bien, in vivo,
los farmacos no distinguen entre receptores D2 y D3, y dado que los ultimos
son mas abundantes en territorios mesolimbicos, se postula ahora que la
accion terapéutica se deba al bloqueo D3 y los signos extrapiramidales y la

hiperprolactinemia al bloqueo D2.
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Dada la frecuencia y seriedad de los efectos secundarios, con
posterioridad se han desarrollado un buen nimero de antipsicdticos de
segunda generacion, también llamados antipsicdticos atipicos, entre los que
podemos incluir Clozapina, Olanzapina, Risperidona y Ziprasidona. En el
caso de Clozapina y Quetiapina, dos de los que menos signos
extrapiramidales producen, se sabe que son clinicamente efectivos con una
ocupacion del 40% de los receptores D2.

Los antipsicoticos atipicos ofrecen ventajas sobre los tipicos tales
como mejoria en los sintomas negativos, prevencion de recaida, mayor
capacidad funcional, calidad de vida y disminucion de sintomas
extrapiramidales y mejor disquinesia tardia. A cambio tienen otros efectos
secundarios como ganancia de peso, diabetes y dislipidemia.

Estos neurolépticos atipicos tienen una mayor actuacion
interfiriendo con la actuacién de otros neurotransmisores, siendo importante
el bloqueo de receptores de serotonina tipo 5-HT2 (Clozapina, risperidona,
olanzapina y ziprasidona ocupan mas del 80% de los receptores corticales 5-
HT2A en el rango terapéutico en humanos), el bloqueo de receptores alfa 1,
alfa 2 e histaminérgicos esencialmente. El bloqueo de receptores centrales de
Histamina se relaciona con el aumento de peso, uno de los efectos
secundarios problematicos y asociados sobre todo a olanzapina y clozapina.

Los antipsicoticos atipicos también tienen efectos sobre el sistema
glutamatérgico, sistema que, en los tltimos tiempos, es objeto de multiples
estudios por su relacion con la etiopatogenia de la esquizofrenia (teoria
hipoglutamatérgica). En este sentido se ha comprobado que algunos
antipsicoticos de segunda generacion como la clozapina y olanzapina
antagonizan la capacidad de la ketamina o el polvo de angel (fenciclidina,
PCP) para inducir un cuadro tipo esquizofrenia.

Esquema tomado de Miyamoto y col. (2005) que resume la accion de los

antipsicoticos.
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Ahora bien, dado que ninguno de los antipsicdticos atipicos tiene
afinidad por los receptores del glutamato, el mecanismo de accidon no esta
claro. Al parecer el metabolito activo de la clozapina (N-desmetilclozapina)
es un agonista potente de los receptores muscarinicos M1, a través de los
cuales podria activar a los receptores NMDA.

Los antipsicoticos estan entre los grupos de farmacos mas
rentables de la industria farmacéutica, generando unas ventas globales de
unos 22 mil millones de doélares en 2008. Hacia 2003, en EEUU se estimaba el
numero de personas tratadas en 3.2 millones, correspondiendo 2/3 de los
tratamientos a los mas caros atipicos (cuatro veces mas caros que los tipicos).
Ya en 2008, las ventas en EEUU ascendieron a catorce mil seiscientos
millones de ddlares, lo que les hace ser el grupo farmacoldgico en que mas se
gasta. Parte de este coste descomunal se debe a que los tratamientos

antipsicoticos suelen ser cronicos.

1.1.3.1 Sindrome neuroléptico

Los efectos secundarios de los antipsicdticos son numerosos y, en
algunos casos serios, hasta el punto que hacen el tratamiento desagradable,
lo que conduce con cierta frecuencia al abandono y las recaidas. Entre los
sintomas que se incluyen en el sindrome neuroléptico estarian la supresion
de los movimientos espontdneos y de las conductas complejas, a la vez que
se conservan intactos los reflejos raquideos y las conductas nocioceptivas de
evitacion no condicionada.

Los neurolépticos reducen la iniciativa y el interés por el ambiente,
lo mismo que las manifestaciones de las emociones o el afecto. La mayor
parte de los neurolépticos bloquean la emesis, la hiperactividad y la

agresividad inducidas por la apomorfina y otros agonistas dopaminérgicos.
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Uno de los efectos secundarios mas perturbadores de estos
agentes es la acatisia que se manifiesta por un incremento de la actividad
tisica e inquietud.

Los llamados antipsicoticos atipicos (con bajo riesgo de producir
signos extrapiramidales adversos) como Clozapina y otras dibenzazepinas
tienen baja afinidad por los receptores D2. Sin embargo son antagonistas
Alfal - adrenérgicos activos, esta accion puede contribuir a los efectos
sedantes e hipotensivos adversos.

La no existencia de antipsicOticos capaces de tratar toda la
dimension de la patologia sugiere que un solo tratamiento no es suficiente y
propone la busqueda de tratamientos complementarios que puedan ser
usados junto con los antipsicoticos tales como benzodiacepinas, Litio,
anticonvulsivantes, antidepresivos, beta-bloqueantes y agonistas de la

Dopamina
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1.2 PLANTEAMIENTO

Ya hemos senalado que los astrocitos tienen su papel en la
tisiopatologia de las enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas. Hasta hace
poco se admitia que, como regla general, las enfermedades neurologicas
solian cursar con gliosis o astrocitosis (epilepsia, isquemia), mientras que en
las enfermedades mentales (psiquiatricas) no se producia tal reaccion y, mas
bien, se constataba una disminucién de los elementos gliales (Bernstein y col.,
2009).

En los ultimos decenios se han llevado a cabo muchos estudios
que han tratado de esclarecer el papel de la glia o sus alteraciones en la
esquizofrenia (Véase Kondziella y col., 2007). Por el momento existe debate
en muchos de los aspectos analizados; asi, para Selemon y col., (1999) el
tratamiento crénico con neurolépticos aumenta la densidad glial en la corteza
frontal, mientras que Konopaske y col. (2008) encuentran una reduccion del
20% en los astrocitos del I6bulo parietal de monos tratados con olanzapina y

haloperidol.
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Conforme nos acercamos al momento presente los estudios se han
hecho mas concretos, tratando de identificar los factores o compuestos de
origen glial que pueden estar involucrados. Dos lineas de trabajo merecen
nuestra consideracion; por un lado la que trata de saber el papel de los
factores de crecimiento (Growth factors, GF) producidos por la glia, por otro
la que analiza el papel de la glia en las posibles alteraciones en la transmision
glutamatérgica.

En cuanto al papel de los GF se ha sefialado que el tratamiento
antipsicotico aumenta la produccion de los factores de crecimiento nervioso
(NGF) y derivado del cerebro (BDNF) (Angelucci y col., 2000; Bai y col,,
2003). Asimismo Shao y col. (2006) afirman que la funcién neuroprotectora
de los antipsicdticos puede ser debida a la liberacion de GF pues el
tratamiento con quetiapina, clozapina y haloperidol aumentan la secrecion
del factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF). Mas recientemente se ha
comprobado que, en pacientes con un primer episodio psicético, los niveles
séricos de BDNF eran significativamente inferiores a los del grupo control,
mientras que a los seis meses de tratamiento no habia diferencias (Gonzalez-
Pinto y col.,, 2010). En la misma linea, Pedrini y col. (2011) observaron un
aumento del BDNF sérico tras el tratamiento con clozapina, pero no tras el
tratamiento con neurolépticos tipicos.

En cuanto a las posibles disfunciones de la transmision
glutamatérgica en la esquizofrenia (teoria hipoglutamatérgica), sabemos que
casi todos los aspectos de la misma estan bajo el control de los astrocitos:
sintesis de los precursores, liberacion del transmisor y recaptacion una vez
liberado. Esto es asi hasta el punto de que sin la participacion de los
astrocitos la normal funcién de las neuronas de glutamato es imposible
(Hertz y Zielke, 2004).

También son relevantes los estudios sobre la expresion de los

transportadores de glutamato, las moléculas que retiran de la hendidura
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sinaptica o el espacio extracelular el neurotransmisor liberado. Como ya
apuntamos, estas moléculas, conocidas como GLT-1 y GLAST en roedores (o
EAAT1 y EAAT2 en humanos) se localizan sobre todo en las células gliales
perisindpticas (astrocitos) que captan el glutamato, lo transforman en
glutamina por la accion del enzima glutamina sintetasa, y devuelven la
glutamina a la neurona para la nueva sintesis de glutamato. Pues bien, hace
pocos anos varios autores observaron que los antipsicdticos como la
clozapina disminuian la expresion del transportador EAAT2 en las células
gliales (Melone y col., 2001; Schmitt y col., 2003), lo que deberia aumentar la
accion glutamatérgica en la neurona postsindptica al disminuir la captacion
del mismo por los astrocitos y, de ese modo, guardaria relaciéon con los
efectos terapéuticos (positivos) y con los secundarios.

En concordancia con lo anterior se evidencid que la expresion del
transportador de glutamato GLT-1 estd aumentada en la corteza prefrontal
de pacientes esquizofrénicos no tratados (Matute y col, 2005; Vallejo-
Illarramendi y col., 2005), de manera que el tratamiento antipsicotico vendria
a incrementar los niveles extracelulares de glutamato.

Recuérdese que la teoria hipoglutamatérgica sobre el origen de la
esquizofrenia postula que algunos de los sintomas observados son debidos a
una disminucion de la transmision glutamatérgica en el cortex prefrontal.
Esta hipoactividad corresponderia a la via glutamatérgica corticoestriada, y
su efecto se traduciria en una reduccion del filtro protector taldmico
(desinhibicion del tdlamo) que previene normalmente a la corteza de una
sobresaturacion a base de aferencias sensoriales irrelevantes, lo que provoca
los sintomas psicoticos (véase De Keyser y col., 2008).

En resumen, existen varias lineas de evidencia basadas en
hallazgos recientes que vienen a converger en la propuesta y realizacion del

presente trabajo. Estas lineas se pueden resumir como sigue:
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1) Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC,
y son las encargadas de realizar la mayor parte de las funciones
necesarias para el funcionamiento del sistema nervioso. Entre
estas funciones, como se ha mencionado anteriormente, se
encuentra la de controlar la fisiologia de las neuronas asi como el
namero y actividad de sus sinapsis (véase Allen y Barres, 2009;

Halassa y Haydon, 2010; Giaume y col., 2010).

2) Los astrocitos tienen receptores para la mayoria de los
neurotransmisores (Hosli y Hosli, 1993; Miyazaki y col., 2004), son
capaces de captar sefales de la actividad de las neuronas vecinas y
responder secretando, a su vez, varias sustancias (ATP, glutamato,
D-serina y otras) que influyen en la actividad neuronal, lo que ha
dado lugar al concepto de gliotransmision (Halassa y col., 2007;

Allen y Barres, 2009; Navarrete y col., 2012).

3) Como corolario de lo anterior, los astrocitos pueden ser diana
de muchos farmacos, entre ellos los antipsicoticos, y pueden, por
tanto, tener un papel en su accion terapéutica (Kimelberg y
Nedergaard, 2010); es mas, los astrocitos pueden ser necesarios

para que tenga lugar la accion terapéutica (Iwata y col., 2011).

4) De lo expresado anteriormente se deduce que, en respuesta a
la administracion de antipsicoticos, los astrocitos pueden
modificar su reactividad, la expresion de ciertos marcadores o la
produccion de sustancias, como factores de crecimiento o
transportadores de glutamato, mediando de esta manera en la

accion terapéutica o en los efectos secundarios.
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La repercusion de la esquizofrenia y del tratamiento
antipsicotico sobre la expresion de otros marcadores gliales como la GFAP
también ha sido analizada en algtn estudio reciente. Asi, Toro y col. (2006)
refieren que la inmunorreactividad a esta proteina glial aumenta en la
corteza frontal lateral y disminuye en el cortex orbitario de pacientes

esquizofrénicos.

Nosotros planteamos realizar un estudio sobre la reaccion de los
astrocitos al tratamiento con antipsicoticos tipicos y atipicos, analizando
varias regiones del SNC mediante el marcaje de los astrocitos con GFAP.
Partimos de la hipotesis de que el tratamiento con estos farmacos acttia
sobre la astroglia y que como consecuencia de tal accion los astrocitos
mostrardn su capacidad plastica y responderan al cambio que supone el
tratamiento modificando la expresién de GFAP vy, tal vez, la morfologia de

sus prolongaciones en alguna de las regiones objeto de estudio.

El resultado es el presente trabajo de Tesis Doctoral titulada:
“Antipsicoticos y plasticidad neuroglial. Estudio inmunohistoquimico”,
con el que pretendemos optar al Grado de Doctor por la Universidad de

Salamanca.

Nuestro objetivo fundamental es analizar las posibles
modificaciones en la inmunorreactividad de la GFAP tras el tratamiento
crénico con antipsicoticos tipicos y atipicos en varias regiones del cerebro

de la rata.

Este objetivo genérico puede concretarse en los siguientes

objetivos especificos:
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1- Determinar si la GFAP inmunorreactiva se modifica
especificamente en alguna de las regiones estudiadas y, en su
caso, su relacion con el antipsicético empleado.

2- Precisar si se producen cambios en la reactividad a GFAP en
los pies terminales de los astrocitos, es decir, en su relacion
con los vasos sanguineos.

3- Analizar si en alguna de las regiones la expresion de GFAP
cambia en las prolongaciones celulares.

4- Comprobar si existe alguna correlacion entre los tipos de
antipsicoticos y la reaccion astrocitaria o si la respuesta es

similar tras los diferentes tratamientos.
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