UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

ESCUELA DE GRADUADOS

CAMBIOS HISTOLOGICOS EN CORTEZA CEREBELOSA Y EN LA
SUBSTANCIA BLANCA DEL CEREBELO Y TALLO CEREBRAL
DURANTE EL DESARROLLO POSNATAL DE LA RATA
MUTANTE DEFICIENTE EN MIELINA,

TRABAJO QUE CON EL CARACTER DE TESIS PRESENTA EL C.

0F.B. JUDITH MARCELA DUENAS JIMENEZ

MAESTRO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

(BIOLOGIA CELULAR)

GUADALAJARA, JALISCO. 1990



1. TITULO. -

CAMEBIOS HISTOLOGICOS EN  CORTEZA CEREBELDSA Y EM LA
SURSTANCTIA RBLANCA DEL CEREBRELO Y TALLO CERERRAL DURANTE EL

DESARRKRDLLD  FOSNATAL DE LA RATA MUTANTE DEFICIENTE EN HIELINQ;



ESTA TESBIS FUE ELABORADA BAJO LA DIRECCION DEL. DR. EN C.
ALFREDRDOD  FERIA VELASCO EN  EL LABORATORIC DE NEUROFATOLOGIA
EXFERIMENTAL EN LA DIVISION DE PATOLOSIA EXFERIMENTAL DE LA
UNIDAD DE INVESTIGACION RBIOMEDICA DE (QUCIDENTE I. M, 5. S.

GUADALAJARA JALIBCO MEXICO.

JULIO (1920},



DR. ALFREDO FERIA VELASCO:

NO ES TAN S0L0O La REALIZACION DE ESTA TESIS, LO
GLE ME LLENA DE SATISFACCION, BIND EL SABER,GUE CUENTO CON UN
GRAN AMIGD v MAESTRO DUE HA  SARIDD TRANSMITIRME s5US
CONOUIMIENTOS Y  EXPERIENCIAS LAS CUALES ME HAN MOTIVADGO A

CONTINUAR EN LA CREATIVA TAREA DE LA INVESTIGACION.

MUCHAS GRACIAS.

GENARD ORTIZ:

FOR LA CONFIANZA Y ENTUSIASMO QUE SUFRFISTE ACRECENTAR,
EN MI TRABAJO DE INVESTIGACION, HE LOGRADOD CONCLUIR  ESTA

TESIHG, FOR LI QUE  BUIERD EXPRESARTE MI MAS SINLERO

AGRADECIMIENTO,

A MI FaMILIAz  FADRES Y HERMANOS:

_SON USTEDES QUIEN CON  SU  EJEMPILO ME HAN
INFIUNDIDO EL. DESEQ CONSTANTE DE SUPERACION Y REALIZACION, Y
ADEMAS ME  HAN  BRINDADD 5U AMOR, CON  EL CUAL HE FODIDD

CONTRARRESTAR L0OS OBSTACUL{OS DIARIOS.



INDICE. —

TITULD swnwuans . .

............................ P
a- ANTECEDENTES o .. vn i niucresnsanvuuss ;.. ....... e mana &
VO | DESARROLLED DEL SISTEMA NERVIOSO. s e o v e avrcovnnnnsn 3
Z2ed. HISTOGENESIS DEL TEJIDO NERVIOSO. s v wwe s vns e s 7
200 ORIGEN DE LA BLIAL . vt inn s ms v nnucnonamannnnnnnnnns 7
2.4, - DEBARROLLO FOSBNATAL DEL CERERELD
EM ROEDORES. o i st i e v n e s v s nnemnanmannnss e e mrae 12
Hu- INTRODUCCION. v s v s v i s s n e s s s nmenr s sanennnsors i
Fale— MIELINIZACION; CONCEFTOS BAGSICOS. .. eaaneas fee s 15
SeZe = MIELINIZAGION CENMTRAL. +oeee v vvnnenus e e rM e s 16
FuFe- MUTANTES DEFICIENTES EN MIELLINA. ..... e ae s ae s sennxl?
3.3, 10 JIMRY  (JIF) . ..., A rwm s a e aE e e e rw e s m e .17
De2.- DEFICIENTE EM MIELINA. (MD) ... m s it uancenaae 18
4, PLANTEAMITIENTD DEL FROBLEMA...... memew A e r e e an a2
e I T « 24
6. ORIETIVO GENERAL . . ..o en v P e me s h sk mua ey AN 27
H.1 DBJIETIVOS FARTICULARES. s s i i n it s b s e as s s nseanmnesannnann 27
7.~ MATERIAL Y METODDS. oo vt w v v v enwnmansnmsenn I =
B REGULTADDS . s v s v v envnuenrennnmansrsannnasnsnn e el)
9. DISCUSION, . ..uun. b e s e rrm b s e n e r R st P 1.
10~ CONCLUSIONES . « v n e v s umnarnnsonsnnnnansnsnnnn v e ma 39
1.~ BIRBLIOGRAFIA. . v aeeannsrnnwes Fe e s My ue e e B0
12.- TABLAS Y FIGURAS. v i vt cvncnna Cawrar e Pavaamsanwnans 48



2 ANTECEDENTES. ~
2.1 DESARROLLO DEL. SISTEMA NERVISO. -

Los principales eventos qgue tienen lugar durante el
desarrollo embrionario y fetal del cerebro se conocen desde
el wsiglo pasado. S%in embargo, s poco realmente 1o gque se

sabe  acerca de los acontecimientos celulares subyacentes gue

dan  lugar a la formacidn de reglones particulares del
cerebro vy sus interconeriones. El sistema nervioso en logs
mami feros s origina del ectodermo como una lamina plana de

celulas sobre la superficie dorsal del embrion en desarvollo
ilamada placa neural vy este tejido subsecusntemente se dobla
y forma una estructura alargada y hueca denominada  "tubo
neural . Ern el extremo cefalico del tubo newal se  forman
tres wvesiculas principales gue configurardan el cerebro
anterior, medio vy posterior ( Cowan, 197%).

En el desarrollo de cualguier parte del cerebro  pueden
identificarse ocho fases principales, que en  orden de
aparicidn  son las siguientes: 1) Induccidn de la placa
neural , 2 PFroliferacidn de las océ&lulas en diferentes
regiones, <) Migracidn de las células desde la regidn en gue
se generan a los sitios donde finalmente residiran 4)
Agregacitn  de las células para formar partes iddentificables
del cerebro, 35) Diferenciacidon neuronal, é) Formacidn de
conexdiones con otras neuwronas, 7) Muerte selectiva de ciertas

ceélulas y 8) Eliminacidn de algunas de las conexiones
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formadas inicialmente yv la estabilizacidn de otras.
En este capitulo sdlo se mencionan las I primeras fases
del desarrollo del sistema nervioso.

1. S dernomina INDUCCION al proceso por 1 cual las
células de la capa externa del embridn se transfarman en
tejido especializado, del que se originan &1 cerebro v la
meadula espinal. Se conoce desde 1920 que éste evento critico,
g5 una interaccion del ectodermo con el mesodermo.

2o En la fase de FROLIFERACION, el ndmero de neuwronas gue
g forman inicialmente en cualguier regidn del cerebro esté
determinado por los 3 factores siguientes: a) la duracion del
periodo proliferativo total gque varia de unos pocos dias  a
varias semanas, Segun la region del cerebwro; b)) la duaracidn
del ciclo celular, que es de unas cuwantas horas vy conforme
progresa el desarrallo se prolonga hasta dias; o) &)l ntmero
dee células precursoras  totales de las que ge deriva la
poblacidon newronal (Cowan, 1979

A.- Comn la mayoria de las neuronas se generan en la zona
ventricular del tubo neural deben pasar por lo menos por  una
fase de MIGRACION para llegar a su destino final. En el
cerebro posterior algunas de las océelulas en la region
subventricul ar sufren una segunda migracidn para colocarse
bajo la superficie del cerebelo en desarrollo, donde generan
una Zona prnl&ferativa conocida como "capa granular externa.
En el cerebro humano la proliferacion en esta capa contintda
por varias semanas y da lugar & la mayoria de lag

internewonas en la cortera cerebelosa yv a los billones de



células granulares gue forman un rasgo distintivo del
cerebelo (Cowan, 1979). El proceso de migracidn newronal
parece ser, en la mayoria de los casos, de tipo ameboide,
Las células migratorias envian una prolongacidn primaria gue
ge  adhiere por si misma a algin substrato apropiado; el
naclen fluye o es atralde hacia la prolongacidn v 1 resto de
#sta se retrae. Es un proceso lento y la velocidad promedio
de migracidn esta en el orden de una décima de mm por dia. En
algunos casns la célula no migra como an todo: en su lugar,
en un estadio inicial de su desarrollo, eopieza a formar
alguwias de sus prolongaciones (Cowan, 197%2). Fosteriormente,
el cuerpo celular comienza a moverse cada vez més leijos de
BsUs  primeras prolongacidnes. La migracion de celular es  un
fertmeno esencial  en el desarrollo del sistema nervioso, por
tal motiveo, es de sump intéres estudiar cdmo y cuando las
celuwlas inician  su migracidn. y la direccidn que siguen.

B¢ sabe que durante el desarrollo existen células
gliales pspecializadas en el terebro cuyos cuerpos celulares
residen dentro de la rona ventricular y sus prolongaciones se
extienden en direccidn radial a la superficie. Rignami y Dahl
en 1973 describen que las fibras gliales de Bergmann cruzan
la  capa granglar externa v la capa molecular de la corteza
cerebelar en el tercer dia de vida posnatal en la rata.
Durante la segunda semana de vida, se inicia la migracidn de
las células granulares externas vy las fibras gliales de
Bergmann  adguieren su forma madura gue se distinguen como
prolongaciones rectas y paralelas que se extlienden desde la

capa de elulas de Furkinje hasta la membrana de la glia
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limitante sobre la superficie del cerebelo { Del Cerro vy
Schwars, 1976) GQamina 1). Epn funcion de que las fibras
gliales de Hergmann s& encuentran presentes antes de que se
intcie la migracidn y persisten durante ésta, en estrecha
relacidn con las neuwronas, Rakic y Sidman en 1973 postularon
qu  las células granuwlares en la corteza cerebelosa de rata

son dirigidas hacia sus sitios definitivos (la capa granular

interna)l por medio de tales prolongaciones gliales Y
constituyen asl, urn apoyo para la migracidn. Rakic y Bidman
e (1973&a) postularon tambidén que en el ratdn  mutante

"weaver"  las  prolongaciones de la glia radial de Bergmann
degeneran en  una fase relativamente precoz durante el
desarrollo v como resultado, la migracion de la mayoria de
las células granulares se encuentra severamente alterada.

Si SE considera la complejidad del fendmeno tle
migracidn, es ouy posible que algunas células sean dirigidas
errdneamente y ocupen una posicion anormal. Sin embargo,
normalmente estas ¢élulas desubicadas son eliminadas por

degeneracidn vy muerte durante las Gltimos estadios del

desarrolla.
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2.2 HISTOGENESIS DEL TEJIDD NERVIDSO. -

El teijido nervioso esta formado principalmente por
neuronas vy gliay esta dltima se subdivide a su vez en
astrocitos, oligodendrocitos, microglia ' células
ependimarias. En conjunto se consideran como un sistema
dinamico e importancia  fundamental en el intercamhio
metabolico entre las neuronas del sistema nervioso central

(B.N.C.) v su medio.

2.3 DRIGEN DE LA GLIA.-

S5e considera que los precursores mds primitivos de los
oligodendrocitos se encuentran entre las células del tubo
nedral vy son morfoldgicamente semejantes a los  precursores
dee neuronas v astrocitos ( Fujita 1963). Smart v Leblond en
1941, observaron que las células no neuronales «solo se
identifican despugs tde aue el periodo principal de
proliferacidn newronal termina. Cuando se comparan con  las
neuronas, esas células son de menor tamabfio vy contienen un
niclen peqgquefo que se tife de manera intensa. Esas células
han sido llamadas glioblastos, de acuerdo con la hipdtesis de
que madwrarian como oligodendrocitos y/o astrocitos, conforme
s avanza en €1 desarrollo. Este punto de vista fue apovado
por- @1l hallazgo de gue esas pequelfas cédlulas se  marcan
intensa & inmediatamente despues de wuna inyeccidn con

timidina tritiada, mientras que los oligodendrocitos vy
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astrocitos contienen poca marca (Skoff y cols, 1976 a, b).
Con estos experimentos se obtuvieron las primeras evidencias
de  gue la glia madura ez posiblemente mitdticamente inactiva
y la secuencia del marcaje observado apova la idea de la
transformacidn de un glioblasto multipotencial a células
gliales maduras.

Caley y Maxwell en 1968 examinaron el cerebro de ratas
Jjdvenes en estadios sucesivos de 1la maduraciodn v encontraron
una continuidad de tipos celulares en el intervalo de células
“indiferenciadas” hasta wnos astrocitos v oligodendrocitos
que  ya podlan ser reconocidos morfologlicamente. A estas
ltimas células posteriormente los autores las  denominaron
astroblastos y oligodendroblagtos respectivamente. Sin
emnbargo, no presentaron suficientes evidenclias acerca de si
provienen de dos lineas celulares distintas. Otro tipo de
celula glial inmadura es el "espongioblastn", que presenta en
s citoplasma numerosas mitocondrias, varios ribosomas
libres, wn prominente compleio de Golgi, muy poco reticulo
endopldsmnico rugoso vy prolongaciones citoplasmiticas. 8in
embargo, no pudo ser clasificado como oligodendrocito o
astrocito. El espongioblasto es capar de generar, tanto a los
astroblastos, como a los oligodendroblastos. Estas dltimas
cglulas fueron distinguidas con base en la morfologia de sus
formas madu}ag; que  se caracterizan, en el caso de los
oligodendrocitos, p o la emisidn de una prolongacidn
citoplasmatica gue bhace contacto con los axones vy los

recubre, mientras que las prolongaciongs de los astrocitos



CE e en o 1 os ones y  forman pies subpiales Y
perivascul ares. Obtra caracteristica que los diferencia es que
€25 los astrocitos se  encuenteran nuUmer 0505 filamentos
citoplismicos mientras gque en los oligodendrocitos no se
observan.

Vaughn en 1971 caracterizd tres tipos distintos de
celulas gliales inmaduras: #l "glioblasto pequefro", el
"gliobblasto grande” v &l ‘“precursor glial grande". El
glioblasto pequeMo fue caracterizado por un incremento en el
numero de mitocondrias vy un reticulo endoplasmico rugoso muy
prominente. Vaughn crela gue 1 " pequefo glioblasto"

representaba el primer paso en la diferenciacidon de las

células newoectoddrmicas. También sugirid que podrian
entonces diferenciarse o continuar su division vy que
finalmente tleberia crecer para transformarse er el

"glioblasto grande". El "glioblasto grande" se caracteriza
por contener en su citoplsma numerosos grupos de  vibososmas
muy pocn  retlculo endoplasmico rugoso y o un ndcleon de
cromatina  poco  condensada.  Basado en las caracteristicas
anteriores  Vaughn sugirid que el " glioblasto grande" es

parte del ciclo celular del " peguefio glicblasto". Este autor

considerd qua &l conjunto de células  formadas por el
"glioblasto pequefo', 2]l "glioblasto grande" y el "
precursor glial grande" debian corresponcder a2 los

espongioblastos descritos por Caley vy Maswell en 19468,
Fhilips en 1273 realizd an estudio sobre la gliocgénesis
a nivel de médula sepinal durante el desarrollo en el mono vy

encontrd 1o siguienter En el feto de 49 a 70 dias, casi todas



lag oélulas de la zona marginal del manto que pudieron ser
clasificadas como glioblastos se bransforman en astroglia,
{can varias formas transicionales).

L.& formacidn de los oligodendrocitos depends  de la
migracion de las células del manto gue Fhilips denomindg  como
oligoblastos. En la zona del manto no se encontraron células
de transicidn entre los oligoblastos vy sus precursores, los
glioblastos, por  ln gue Fhilips postuld gue cualguier
transformacidn deberia ocwrrir en esta zona.

Skoff v cols. en 1976 e Imamoto vy cols. en 1978
observaron que las precursores inmediatos de astrocitos vy
oligodendroci tos gon 1o suficientemente diferenciados para
ser distinguidos &1 uno del otro v aldn son capaces de
praliferar. Skoff v Frice en 1980 postularon formalmente gue
desputs del nacimiento, las lineas celulares de astrocitos y
pligodrendrocitos se encuentran separadas, con la posible

#istencia de glioblastos multipotenciales durante el
perlodo embrionario en los roedores. H#sl la linea astroglial
puede ser rastreada en el periodo embrionario desde los 10
dias de gestacidn en el nervio oOptico de la rata , en tanto
que la linea oligodendroglial pusde ser rastreada uwnicamente
despuéds del sequndo dia de vida posnatal. La morfologla de
esa astroglia embrionaria s muy similar a la morfologlia de
la glia raéial encontrada en cotras areas del S.N.C. ( Del
Cerro v Scwars, 19748). Se encuentran formas intermedias entre

la glia radial v los astrocitos ( Schmechel v Rakic, 1979) .

Esacs formas intermedias pusden posest prolongaciones



orientadas en direccidn radial de forma alargada y / o
prolongaciones estrelladas caracteristicas de los astrocitos,
Recientemente s& ha demostrado gue la glia radial contiene
proteina fibrilar acidica, un componente de los filamentos de
g nm comin en Jos astrocitos (Levitt y cols., 19H1). Y ha
sido posible trazar una linea de células con caracteristicas
astrociticas en etapas iniciales del desarrollo del tubo

neural , cuando la proliferacidn neuwronal adn persiste

(Larsell 1935),
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2.4 DESARROLLO POSNATAL DEL CERERELD EN ROEDORES

Durante el desarrollo embrionario, la sstructura del
cerebsln se adguisre parcialmente. En ésta etapa se originan
lag distintas estirpes celuwlares gue 1o constituirdn: la
maduracion  y el desarrollo total se alcanza durante el
periodo inicial de la etapa posnatal. Las estirpes celulares
$=1=] agrupan en  dos  zonas denominadas zona de celulas
proliferativas ¥ ZOMa tie celulas premigratorias,
respectivamente. La zona proliferativa gue se sitla 8n 1a
capa granular erterna de la corbteza cerebelosa esta
constituida por glioblastos, meduloblastos v newroblastos,
betas células forman un estrato confarmado por 4 0 5 células
de  espesar. Es  lomportante mencionar que #n este estrato
existe una rapida proliferacidn qgue s inicia desde )
nacimiento. Una ver terminada la proliferacidn, las télulas
antes mencionadas se agrupan en £) estrato denominado zona
pramigratoria. De este estrato avanzaran hacla su  posicidn
definitiva (Altman Y Anderson, 1973) . Las calulas
migratorias, principalmente los newoblastos, conformaran el
entrato de c#lulas granulares internas. Ew relevante
mencionar qgue estas células migratorias a su paso  dejan

prolongaciones que conformardn las fibras paralelas del

cerebelo.

Dtra célula de suma importancia en el desarrollo de la

corteza cerebelosa es la célula de Purkinise, gque a diferencia

)
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de la célula granular proviene de la zona ventricular. En-su
maduracidn  se distinguen cuatro fases: duwrante l1la primera
fase, las celulas de Fwkhkinje, que son  fusiformes, se
encuentran dispersas v no alineadas en una monocapa. En la
segunda fase, ]l soma de la célula de Furkinje, presenta dos
polos de crecimiento, wuno que dard origen al Arbol dendritico
y &l otro al axdén. En ésta fase, el soma se encuentra rodeado
dee miltiples prolongaciones perisomaticas, a las gue llegaran
las fibras trepadoras, vy estebleceran sindpsis transitorias.
Durante la tercera fase, las prolongaciones perlsométicas
desaparecen de la célula de Purkinje, asi como también las
sindpsis de las fibras trepadoras; éstas dltimas migran hacia
g destino final en el drbol dendritico de la célula de
Furkinje. El soma en é#sta etapa yva se  encuentra  con su
clésica Ffigura piriforme rodeado de prolongacioness de  la
celula en canasta, v de glia. Durante la cuarta fase, ocurre
el crecimiento del arbol dendritico de la célula de FPurkinje,
asl como  también el  establecimiento de los contactos
sinapticos con las celulas estrelladas, céluwlas en canasta,
fibras paralelas y fibras trepadoras (Altman vy Anderson,
1973, En ésta fase también se forma g1 glomérulo cersheloso,
constituldo por las fibras musgosas, las dendritas de la
célula granular y =21 axdon de la célula de Bolgi (0 Altman vy
Anderson, 1973), (lamina 2).

En  resumen, Jlos proocesos involucrados en el desarrollo
de la corteza cerebslosa son:

1Y La formacidn de la capa granular interna, mediante la

traslocacion de las células granuwlares externas a planos
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profundos, en la que intervienen las células gliales de
Bergmann (Frivat y Leblond, 1972).

2) La formacidan de la capa de células de Furkinje, tras
una migracion desde la zona ventricular, hacia la region
cortical, hasta integrar una monocapa continua entre las
capas molecular v granular interna (Altman vy Anderson, 1973).

3 La formacidn del Arbeol dendritico de las células de
Furkinie (Rerry vy Bradley, 1976) y el establecimiento de
contactos sindpticos entre las diferentes estirpes celulares
con la célula de Furkinje yv la formacidn del glomérulo
cerebeloso, 1o que da lugar a la integracidn funcional de la

corteza cerebelosa (lamina 2).

Como se ha mencionado, las estructuras corticales
cerebhelosas en la rata estan formadas por elementos
neuronales vy elementos gliales divididos en miltiples tipos
de células. Estos elementos presentan genéricamente cuatro
atributos: forma, nimero, posicidn, y patrdon de conectividad
de aferencias y eferencias . Estos atributos son los que se
encuentran seriamente modificados en las mutantes al

compararlas con cepas normales (Sidman y Green, 1970).

BIBLIOTECA CENTRaL
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3. INTRODUCCTION, -~

3.1 MIELINIZACTION, —~

La mielinizacidn es un proceso compleijo por el cual una
célula determinada ( el oligodendrocito en el 5. N, L. vy la
celula de Schwann en el sistema nervioso perifeérico),
incrementa la superficie de su propia membrana plasmatica
para envolver uno o varios adxones . Fara que se lleve a cabo
este proceso  se deben cumplir las  siguientes condiciones:
1.- ElL. oligodendrocito debe alcanzar un estado en el cual es
capaz de producir los componentes especificos de la vaina de
mielina.
2.~ El  axdn debe alcanzar un estado en el cual pueda ser
reconocido como una estructura mislinizable.

S~ La cédlula mielinizante debe reconocer el axdn gque va  a
sar mielinizado como su blanco especifico.

4.~ Al envol ver las estructuras ronales, la célula
mielinizante debe proceder de tal forma que construya la
figura rcaracteristica de la wvaina de mielina, con 1a
aposicidn de las  menbranas externas lo que conlleva a la
formaicidn de las lineas intraperiodo y 1a aposicidn de las

internas gue formaran la linea densa principal,



.2 MIELINIZACTON CENTRAL.-

La Fformacidn de mielina en el S. N. C. s bhastante
diferente a la del sistema nervioso periféerico  (Peters vy
cols., 1976). Inicialmente las células gliales primitivas se
multiplican vy migran entre las neuritas en desarrollo. Varias
de esas celulas son astroblastos; gue contienen filamentos vy
forman una malla de prolongaciones gque cubre la superficie
del 8. N, (. {glia limitante), se encuentran también
alrededor de la mayoria de los vasos sanguineos y subdivide a
grandes grupos de axones en desarvollo.

Los oligodendrocitos presentan un ndeleo redondo v sa
citoplasma et llenao casi totalmente de reticula
endoplasmico  rugoso, ribosomas libres vy  microtubulos. El
oligodendrocito primeramente forma prolongaciones Que
interactian con los arones que mielinizan, de tal manera gue
un  oligodendrocito forma un segmento de mielina alrededor de
varios axones Yy el proceso no es sincrdnico va gque esta
céelula purde mielinizar a los axones en diferentes tractos
(Feters yv cols., 1976).

S conoce que la proteina basica de mielina eésta
presente en los oligodendrocitos antes de gque las vainas de

mielina sean formadas y su concentracidn relativa en esas

células s eleva y cae durante la rdpida  acumulacidn de
mielina.
boa glucoproteina asociada a la mielina  (MASB) se

i6



encuentra tambien en los opligodendrocitos vy celulas de

Schwann antes y durante la formacidn de mielina.

£

.3 MUTANTES DEFICIENTES EN MIELINA.

Uno de los principales problemas en la biologlia deld
daesarrollo es el entendimiento de los mecanismos regul adores
involucrados en las compleias vias de di{erenciacién‘tigular.
LUna oportunidad interesante para la identificacidn de ewsos
mecanismnns  consiste en el uso de especies mutantes de
laboratorio, las cuales son numerosas y relativamente faciles
de procrear.

Algunas de esas mutaciones exhiben un claro defecto, mas
0 menos restringido al proceso de mielinizacidn, mientras gue
otras tienen un fenotipo complejo, el cual esta asociado con

alteraciones en &l contenido de la mielina como resultado de

un fendmeno pletotrdpico.

De tales mutantes se encuentran dos cuyas alteraciones
geneticas s Lransmiten de manera recesiva ligada al
cromosoma X y manifiestan varias caracteristicas, en  coman,
mstas son 2l raton mutante " Jimpy" v la rata deficiente en

mielina "MD",

dJimpy: ip Cromosoma X.

Esta mutacitn fue descubierta por R. FPhilipps (1934)
entre una progenie de hembras fértiles, Estd caracterizada
por una deficiencia severa de mielina en €1 8. N. ©. Por el

.

contrario el sistema nervioso periférico se encuentra normal.,
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Esta mutante tramnsmite su alteracidn de manera recesiva
ligada al cromosoma X, por lo que el ratdn macho representa
el hamocigoto afectado. Esta mutacion se  vuelve aparente
entre los 10 vy 12 dias después del nacimiento. Los animales
maniftiestan wun  temblaor axial, contracciones tédnicas y la
muer-te sobreviene entre los 20 y 30 dias de edad. Por ser
esta outacidn ligada al sexo ha sido propagada a traves de
las hembras heterocigotas. La cruza entre el macho y  la
hembra heterocigota produce igual proporcidn de animales
mutantes vy normales ( Nave y cols., 1986 ).

Estudios & nivel molecular han demostrade que 1 gen de
la proteina protedlipido (FLF), se encuentra alterado en  e]
ratdn outante " Jimpy" (Mudson y cols., 12B7:; Macklin vy
cols. 1987) . lLos RMNAms especificos para la FPLF son
ligeramente mas cortos que en el ratdn normal , como resultado

de una supraesidn interna de 74 nucledtidos (Morello v cols.

1984) .

I1M[) n .

La rata mutante deficiente en mielina "MD", presenta una
alteracion neuwroldgica gue se manifiesta por una deficiencia
en la formacidon de mielina solamente en 1 S.N. C. £5u
aberraciton genédtica se btransmite con caradter recesivo ligado
al cromosoma X, por 1o que el macho es el aftectado y presenta
los siguientes sintomas: temblor inicial en la cabera entre

los 12 y 185 dias de desarrollo postnatal, el que se
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generaliza a los pocos dids, posteriormente entre los 17 y 21
dgids presenta contracciones tonicas, despuss de las cuales

sobreviene la muerte entre los 2B y 30 dids de edad

postnatal, (Csiza y Lahunta, 1979).

Bioguwlmicamente las anormalidades comunicadas exhiben
un mar cado descenso en las actividades de
galactosiltransferasa vy sulfotransferasa. Dichas enzimas
participan de manera importante en la biosintesis de mielina
{(Hof v CUsiza, 1982).

Durante @) desarrollo ) contenido de colesterol vy
fosfolipidos en el cerebro de la muatante "MR" no =1=]
incrementa en la misma proporcidn gue en los ratones
noarmal es. Ademds se presenta una severa reduccion en el
contenido de glucnlipidos sobre todo de los cerebrosidos vy
sl fatidos.

Entre los & y 7 dias de edad, en la mdula espinal de
la rata "MD" la mavoria de las células gliales son inmaduras.
Los astrocitos vy oligodendrocitos no difieren de los
normales. De los 7 a 12 dias se observan oligodendrocitos
cercanos & su fase final de maduracidn. Estas células poseen
un micleo moderadamente electrodenso y un prominente  aparato
de 0Oolgi, en general estas células son similares a los
oligodendrocitos madur ps pers  en menor cantidad. Se
distinguieron dos tipos de células gliales anormales, a) un
oligodendrocito anormal que estaba presente en la dedula a
nivel cervical a los tres dias de edad v ausente en el

Festo  del sistema nervioso central. Entre los 30 y 40 dias
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los oepligodendrocitos anormales se vuelven mas pnumerosos y e
presentan en el cerebro tanto en la substancia blanca como en
la gris, La morfologia de sstas celulas es la siguiente: el
nicleo muestra una distribucidon homogenea de particulas de
cromatina, el citoplasma presenta  una electrodensidad
intermaedia, escasos microtubulos, el sspacio perinuclear se
pbserva distendido, los microtubulos son normales y los sacos
el aparato de Golgi en algunas ocasiones muestran una ligetra
distensidn. Una caracteristica sobresaliente es la presencia
de cisternas cortas v distendidas del reticulo endoplasmico
rugoson. Estas células anormales también presentan escasas
prolongaciones, algunas de las cuales parece gue envuelven a

los avones , sin embargo no forman mieling.

k1) celulasg gliales ae fuler on cansideradas CoOMme
microgliocitos, con un citoplasma electrodenso v gue son
numerosas  en  los animales afectados de 10 dias de edad en
adelante. Estas son mas comunes en la substancia blanca que
en la ogris. En motantes de 40 dias o mis estas océlulas
aumentan en numero v se llenan de gotas lipidicas.

Los astrocitos son normales hasta el dia 20 posnatal,
después  del cual muestran hipertrofia . Algunos astrocitos
alargados contienen restos celulares y vacuolas lipldicas.
Al realizar .un recuento diferencial de células gliales a
nivel del nervio dptico en animales afectados "MD" de 44
dias de edad se pudo establecer gue &)1 B8Y de las células

gliales eran astrocitos, mientras gue en los normales solo se

encoantro un 42% .



Los cuerpos celulares y dendritas de las células
nerviosas de la corteza frontal de médula espinal cervical vy
cerebelo en la rata "MD" no difieren de sus testigo.

En las mutantes Jovenes ( menores de 15 dias ) vy
animales normales de edades correspondientes se  observaron

HONBS degenerados electrodensos v vaouol ados. Estos
raramente excedian de 5 um en didmetro. A los 17 dias estas
anormalidades axonales fueron limitadas a las mutantes vy
consistian de dilataciones axoplasmicas degeneradas que
median de 8 & 11 um en amplitud. Estas dilataciones contenian
mitocondrrias, cuerpos densos, newofilamentos, vacuolas y
microtitbul os.

No se observd mielina compacta durante todo el periodo
de vida de la matante. Bin embargo, en las mutantes viejas
{(de 40 dias en adelante) se encoantraron de manera ocasional
pequefios  grupos de axones (2 a D ) revestidos de mielina,
pobremente desarrollada,. La interpeosicidn de prolongaciones
astrociticas entre los axongs v la mielina mal  formada  fue
comin en los animales deficientes entre los 30 vy 44 dias
posnatales. Los datos anteriormente descritos concuerdan  oon
la hipotesis de un defecto primario en los oligodendrocitos.

{Barro v cols., 1980},

Yanagisawa y cols. en 1986 realizaron un andlisis sohre el
contenido de las proteinas de mielina en la rata "MD" vy
comunicaron que la deficiencia en la proteina basica de
mielina (BF) fue mayor que la de la glucoproteina asociada a

la mielina (MAG) y aun  mayoar  que la deficiencia de



nucleadtido cliclico-fosfodiesterasa (CNFasa). Esto 1o
observaron en las ratas "MD" entre los 8 v 25 dias de edad
posnatal. lLos valores encontrados fusron: 14 + 1.7 ng/ug de
proteina enn lps controles v de 015 +/- 0,022ng/ug  de
proteima en los animales afectados. Este hallazgo s  muy
similar a lo encontrade en las mutantes: Y Jimpy"” (Yanahisawa
y cols., 1984) "guaguing mice" {(Inuzuka vy cols., 19283),
trembler" (Inuzuka vy cols.  1785) v "shaking pup” (Inuzuka vy
cols. ,1984) . La disminucidn drastica del contenido de BF en
el cerebro, se dehbe probablemsnte al hecho de gque ésta
proteina  se encusntra en la mielina compacta, la cual esti
ausente on las mutantes antes mencionadas, en cambio la MAG v
CNFasa se localizan selectivamente en las membranas celulares

del oligodendrocito o célula de Schwann no  compactadas

{(Guarles, 1980G).

Durante el desarrnllo la sintésis de la protelina
proteolipido (PLF), s8 retrasa bastante con respecto a la
sintésis de BPF ( Campagnoni y Hunkeler, 1980). En la rata MD"
el nivel extremadamente bajo o la ausencia de Pl
posiblemsnte ge deba a que el oligodendrocito no completa  su
diferenciacidn (Dentinger v cols., 198%5).

Otro  hallazgo interesante comunicado por Willard y Riordan
(1985) gue apovan los datos anteriormente descritos, es qgue
el gqgen de la FLF gue se encuentra en el cromosoma X, parecs
estar afectado directamente en varios destrdenes acompafados

de una deficiencia s mielina.
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Estudios realizados en la médula espinal de la rata "MD"
a los 23 dias de sdad posnatal muestran una severa reduccidn
de los acidos ribonucleicos mensajeros (RNAms) que se
utilizan en la sintdsis de la FLF y BF. Debido a 1la
deficiencia en la sinteésis, slo algunas fibras G
mielinizan. Sin embargo, la mielina no €% normal  vyva gue no
forma la linea intraperiode, sitio eh el cudl dsta proteina

se encuentra localizada (Yanahisawa vy cols., 1986).

A pesar de gue la rata "MD" desarrolla una gran
tleficiencia de mielina en el S.N.C., ocasionalmente se
pueden encontrar segmentos de mielina de un espesor moderado.
El tipico patron laminar oque consiste de lineas densas

s
principales que se alternan con las lineas intrapsriodo esta

presente en algunas rvegiones de tales segmentos . 8in
embarao, los gdobleces redundantes son  comunes vy las
pralongaciones astrociticas se encuentran frecuentemente

entre la vaina de mielina yv el axolema, o dentro de la vaina,
£n la region  paranadal, las membr anas e mielina
prasionalmente forman una agrupacion ("palisada") de vueltas
terminales contra el axolema, las bandas transversas ce
presentan rara ver. Be aprecian en forma frecuente uniones
paranadales revertidas v la capa mas externa de mielina, en
lugar de encantrarse estrechamente unida, ae  encuentra
alejada dei nodo vy a pesar de que sucesivas vueltas
terminales alcanzan el nodo no establecen contacto con el

#on (Rosenbluth, 1287).

T
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Los estudios realizados por Connor v coeols. en 1987
conunican que en el cerebelo de la rata "MD" se presenta una
deficiencia del 94% de transferrina . A nivel de la corteza
cerebral, la deficiencia de transferrina es del 88% . Se ha
postulado  ( Rosenbluth, 1985, 1988) que las anormalidades
neuwroldgicas 2N las ratas "MD", particul armente las
contracciones, se deben a un incremento en la actividad
espontanea de las fibras nerviosas centrales. Tal actividad
se origina posiblenante de un fendmeno efAptico de los axones
y / 60 a una depolarizacidn de los mismos por acumulacidn de
potasio extraceluwlar  (Rosenbluth, 1988). En el estudio
realizado por Young vy cols., en 19689 encontraron alteraciones
en la conduccidn nerviosa porque los potenciales corticales
spmatosensoriales presentaban una latencia mayor en los

animales "MD" que en los animales normales.



4. FPLANTEAMIENTG DEL FROBLEMA. -

Se desconoce si &n la rata mutante deficiente en
mielina "MD", Jjunto con los pligodendrocitos se encusntran
alteradas otras lineas de diferenciacion del sistema nervipso
central. El cerebelo es la estructura iddnea para explorar la
Nistogénesis del sistema nervioso central en dicha mutante,

Ya que aste completa su diferenciacidon Y madures

posnatalmente,



5. HIFOTESIS.-

5i la mutacidn presente en la rata "MD" solo aftectara la
linea de diferenciacidn de los oligodendrocitos entonces las
alteraciones histoldédgicas gque ocurren sélo se presentaran  en
la substancia blanca del cerebelo vy npo ocurriran en la

cortera cetrebelosa durante el desarrollo posnatal.



4. OBRJETIVO GENERAL.-

Conocer los cambips mortometricos & histoldgicos que

acurran durante el desarrocllo del cerebelo en la rata Wistar

“MD" .

&l OEBEJETIVOS FARTICULARES:

1.~ Realirar un estudio morfomeétrico comparativo del
cerebelo entre las mutantes y sus testigos, con el cual se
pretende wvalorar los diametros externos del ceregbelo v el

espesor de las capas que conforman la corteza cerebelosa.

2.~Conocer las variaciones histoldgicas de los componentes
tisulares de la corteza cerebelosa y substancia blanca del

cerebelo y tallo cerebral, durante el desarrollo posnatal de

la rata "MD",



7. MATERIAL Y METODOS:

Se utilizardn &0 ratas mutantes "MD" vy 60 +ratas coma
testigo de la cepa Wistar de las siguientes edades: i35, 17,

19, 21, 23 v 25 diag, posnatales . A todas las ratas se les

aplicd el siguiente tratamiento:

1.— Anestesia General con pentobarbital sddico (SOmg/kg de
pesac) .
Z.~ Perfusion con paraformaldehido al 4% en amortiguador de

fosfatos 0.1 M, pH 7.2.

3.- Craneotomia para la obtencion del cerebelo y tallo
cerebral.

4.~ Deshidrataciton. Este paso se llevd a cabeo utilizando
soluciones de alcohel etllico al 30, 70, BC v 1004, en cada
una de estas soluciones se colocaron las muestras por  un

pariodo de 14 a 20 minutos. Después se sometieron a la accidn

del wileol para lograr su aclaramiento.

S.~ Imclusidn en paraplast. Las muestran se colocaron en un

molde a base de cartdn en el qQue previamente s habia aMadido
el paraplast fundido a 55 grados L. Después de d&sto las

muestras se introdujeron en la estufa a una temperatura de 60

grados C durante una hora.

.~ UObtencidn de 1lops cortes de 3/um de espescr con  un

microtomo de rotacidn. Los cortes se colocaron sobre

laminillas de vidrio.



7. Tincion de los cortes con colorantes de anilinas

(hematoxilina«-easina)l.

8.~ Observacion al micrdscoplio de luz de las laminillas vy

obtencidn de las microfotografias.

Es pertinente mercionar e previamente & 1a
deshidratacidn del cerebelo se miedieron los siguientes
parametros: el diametro horizontal, el didmetro rostrocaundal
y el diametro dorsoventral. Lag medidas se hicieron con &l
emplen  de un pie de rey (vernier). El espesor de las capas
granular externa, molecular y granular interna de la corteza
cerebhelosa se midieron en las microfotografias amplificadas 4
veces para facilitar dicha medicidn. En las microfotografias
g2 hizo wuna clasificacidn de los lobulos cerebelosos de
acuerdo a la clasificacidn previamente descrita por Larsell
(196%). En cada uno de los ldbulos clasificados se  tomaron
tres zonas denominadas arbitrariamente como: la coresta, g1
tallo vy el valle con &l objetivo de tener un minimo de ervror
en las medidas, (lamina 3). De las mismas microfotografias se
valoraron tambidn:

La longitud de la linea de células de Furkinje vy el nimero
de estas por =zona definida. fidemas s hicieron las
observaciones bhistoldgicas de los componentes de la corteza
cerebelosa, la histologia de la substancia blanca de las
folias vy zonas de confluencia del cerebelt, asi como de la
substancia blanca del tallo cerebral (principalmente del

pediunculo cerebeloso inferior).

e
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a. RESULTADOS

Los diametros Horizontal, Rostrocauwdal y Dorsoventral del
cerebelo en las ratas MD tuvieron una magnitud similar a la
de los animales testigoe. En la tabla I se muestran los
valores encontrados en el diametro horizontal del  cerebelo

tanto en las ratas testigo como en las "MD", los valores

o

corresponden a las edades de de 19, 2%, &

L%

y 25 dias de edad

posnatal. En las tablas II1 y 111 se muestran los valores de
los diametros rostrocaudal y dorsoventral encontratdos en las
migmas ratas. Los valores de los didmetros estudiados se
grafican en las figuras A, B yv C. A los 17 dias se encontro
una diferencia significativa (p<  0.05% en &l diametro
horizontal e la rata "MD" cuando se le compard ocon sus

respectivos testigos. Pero el ndmero de animales afectados

estudi ados fue solamente de dos.

El  espesor de la capa granular interna en la corteza
cerebelosa de la rata "MD" fue significativamente menor en el
lobulo 7 zona de la cresta (6.5 mm) comparado con  su
testigo (11.7mm)  con una p <2 0,01 v por el contrario
significativamente mayor en &1 lobulo 10 con una p < 0.03 A

la edad de 15 dias {(tabla 1V y figura 31).

A los 22 dias el espesor antes mencionado fue mayor en
la rata "MD" con respecto a sus testigos en 1los siguientes
lobuwlogs: 4 (pd G.02), & (pt0.02), 7 (pa 0.02), 8 (p<0.,001) vy

10 (p< ©0.01) (tabla 1V y figura 31).



A los 25 dias el espesor de la capa granwlar  interna
fue significativamente mayor en la rata "MD" en los lobulos &

(p« Q.03), 7 (pd 0.0 v 8 (p 20.0%) (tabla 1V v figura 37).

El espesor de esta misma capa en la zona del valle fue
significativamente mayor en la rata "MD" de 23 dias con
respecto a sus testigos en el lobulo & con una  (pd0.05) vy
menor en el lobulo 10 con una (po 0.02) ,(tabla V1 y figura

e )
et -

El espesor de la capa molecular del cerebelo en la
mutante "MD" de 23 dias posnatales fue significativamente
mayor  en el lobulo 10 (p < 0.03) con respecto a sus testigos
de la misma edad, (tabla V11 y figura 34). Mientras gue el
lobulo 4 fue significativamente menor  (pd 0.035) {tabla V11

y figura 343,

El espesor de la capa molecular en la corteza cerebelosa
(zona del tallo), en la rata mutante "MD" de 23 dias
pasnatales presenta una magnitud superior en los lobulos 3,
4, Oy b con niveles de significancia de: p< 0,08, pd 0,001,
ps  0.001 vy pu0.02 respectivamente; mientras gque los valores
encontrados  en los lobulos 9 v 10 fueron significativamente

menoraes &0 la matante con respecto a sus controles con una pe

0.02 v una p < 0,001 respectivamente (tabla V111 vy  figura

)

El gspesor de la capa molecular a los 29 dias posnatales
en  la mutante "MD" presenta una diferencia significativa en

el lobwlo & p < 0,00 con respecto & sus testigos (tabla V111
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y figura 38).

El espesor de la capa molecular (zona del valle) en la
corteza cerebelosa fue significativamente mayor en el lobulo
4  ( pL0.05) en la mutante de 15 dias posnatales con respecto

a4 sus testigos de la misma edad (tabla 1X).

A los 23 dias el espesor de la capa antes mencionada en
la =zona del valle fue significativamente menor en las ratas
"MD" con respecto a sus testigos en los lobulos & y 7 con una

ps 0.1y una ps 0.01 (babla 1X vy Ffigura 36).

El espesor de la capa molecular en la rata "MD" de 225
dias posnatales fue significativamente menor en el lobule 8

{(zona del valle), con wuna pt 0.05 (tabla 1X y figura 39).

En el cerebelo de las ratas "MD" de 17, 19 y 21 dias
posnatales, el espesor de la capa granular externa en los
lobulos posteriores &6, 7, 8, % vy 10 es mayor ( mas de dos
veces) que el espesor de la misma capa en los  animales
cantrol. (tabla X). La capa granular externa desaparece en
las ratas normales al dia 23, no asi, en los animales "MD"
que  adn  presentan un  espesor de 7.2/ym a la misma edad
{(figura 9.

Las caracteristicas histoldgicas del cerebelo vy

tallo cerebral de las ratas "MD" de 17, 19, 21, 23 y 25 dia

(¥

it

posnatales vy sus respectivos testigos se muegtran en  las
figuras de 1 a S0, l.as figwras 1, X, 5, 7, y %

corresponden a microfotografias de los animales normales de

i
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las siguientes edades: 17, 19, 21, 23 y 25 dia. 8i se sigue
una secuencia de las figuras antes mencionadas se obssrva
gue el espesor de la capa granular externa de la corteza
cerebelosa  se va reduciendo hasta desaparecer completamente
en &l dlia 25. las figuras 2, 4, &, B vy 10 muestran las
microfotografias de los animales "MD" de las edades de 17,
19, 21, 23 y 25 dlas, respectivamente. En la figura 8, el
espesor  de la capa granular externa en las ratas "MD" es de
7.2 um, mientras que en las ratas normales esta capa ha
desaparecido completamente (figura 7). Dtro hallazgo
relevante es que las ratas "MD" de 23 dias de edad posnatal,

aun  presentan un estrato de 1 a 2 células granulares (figura

10).

lLas Figuras 11 a 20 muestran la morfologia de la
substancia blanca cerebelosa que presentan las ratas "MD" vy
sus  testigos en  un peripdo gque comprendes de 17 a 25 dias
posnatales. lLas figuras 11, (3%, 1353, 17, vy 1% maestran la
substancia blanca cerebelosa de los animales normales de 17,
19, 21, 22 vy 29 dlas respectivamente. Note gue a cualguiera
de las edades estudiadas los oligodendrocitos se agrupan de 3
a 10 v se alinean en hileras. También note que los fasciculos
fibrosos se agrupan tanto en direccidn longitudinal como  en
direccioin transversal., Este arreglo de los fasciculos
fibrosos es %undamental para el patron histoldgico que forman
los oligodendrocitos. Las microfotografias de las figuras
12, 14, 146, 18 v 20 muestran la morfologia de la substancia

blanca cerebelosa de las ratas "MD a las edades de 17, 19,



21, 23 y 20 dias respectivamente, En todas las
microfotogratfias eps muy notable que los haces +fibrosos se
encuentran pobremente asociados, su arreglo es mixto y  su
distribucidn ae  encuentra  alterada. A través de lasg

microfotografias 12, 14, 14, 18 y 20 se ohserva como

disminuye el namero de los oligodendrocitos hasta
desaparecer casi totalmente por el dia 25 {(figura 20). Los
astrocitos se muestran hipertroficos a partir del dia 20

(figuras 16, 18 y 20 ).

La morfologla del bulbo raguldeo en ratas normales y los
cambios histoldgicos de esta estructura del sistema nervioso
central en las ratas "MD y sus testigos de 17 , 19, 21,, 23,
y 280 dias se muestran en las microfotografias de las figuras

21 a 30, llas figuras @ 21, 23, 25, 27 y 29 corresponden a los

animales normal es de 17, 19, 21, 22y 25 dias
respectivamente. A estas edades los fasciculos fibrosas de
stthstancia blanta de tallo en el pedinculo cerebeloso

inferior, s& agrupann y arreglan longitudinalmente. Los
nligodendrocitos se organizan en grupos de 3 a8 10 formando
catdenas. Notese en las microfotografias cdmo el citoplasma de
las astrocitos es mds palido que el de los oligodendrocitos
y no se agrupan como estos altimos. Las figuras: 22, 24, 26,
28 v 30 muestran la histologlia del bulbo raguideo de los
animal es JMD". Cmmm puede observarse er aestas
microfotogratias los fasciculos fibrosos estan disociados vy

s  arreglan en forma mixta. Los oligodendrocitos desde los

17 dias se vieron alterados de tal Fforma que ya no



establecieron su  ordenamiento lineal y su ndmro se vid
severanente reducido conforme se avanzd en edad, hasta

desaparecer casi totalmente por el dia 25 ( figuras 22, 24,

Db, G y IO .

La longitud de la linea de celulas de Furkinje a los 1S
dias fue de 78.9 +/—- 14.2 cm. en los animales testigo y de 89
+/- F.1 en los animales "MD". A los 25 dias se incremento a
127 +/- 0,87 cm. en los testigos yv 124 + Z.32 en los animalas
"MB". A ninguna de las edades estudiadas se encontraron
diferencias significativas (tabla 11). El muimero de célul as
de Purkinje por cm. a los 15 dias fue de 78.% +/~ 14.2 en los
anlimales normales y 89 +/— 3.6 en las ratas "MD", El ndmero
de estas células se incrementd tanto en los animales normales
como en los animales "MD", conforme se avanzd en la edad. A
los 25 dias en las ratas normales se observaron 127 +/—- 4.3
mientras gue #n las ratas testigo 124.4 +/- 2,32 células por
cm. En  todas las edades estudiadas el ndmero de células de

Purkinie por am. fueron similares (tabla 11).

En todas las edades estudiadas en la rata "MD" las células
de Purkinje se apreciaron desfasadas con respecto a su plano
de ubicacidn. Algunas se encontraron en el interior de la
capa granular interna vy otras en el interipr de la capa
molecular de .Jla corteza cerebelosa, a diferenclia de las ratas
normales en lag que estas celul as s mostraron
completamente alineadas para formar una monocapa  entre la

capa molecular v la capa granular interna (figwas 40 a 47).

i



F.- DISCUSION

Durante el desarrollo del Sistema Mervioso se presenta un
fendmeno fundamental la migracidn celular. Las célul as
granulares oque confoarman el estrato mas superficial en 1a
cortera cerebelosa participan en este fendmeno ya gque se
trasladan hacia la capa granular interna. En este estudio
realizado an ratas "MD" encontramos wn retardo  en la
migracion de las celulas granvlares. Esta deficiencia se debe
provablemente a una alteracion en la glia de Bergmann. Es  ya
conpcido  por los estudios de Rakic y Sidman (1973), que la
migracion de estas celulas es guiada por las  prolongaciones
de 1a gllia radial de Bergmann, Estos auvtores usaron 1la
mutante weaver y  nosotros la "MD"y Al CyLes existen
similitudes en los resultados es importante mencionar gue  en
la  mutante weaver existe una reduccidn en la masa del
cerebelo debido a la pérdida de casi  todas las células
aranulares. En la rata "MD" nosotros Y%} observamos
alteraciones significativas en los diametros externos  del
cerebelo. Los estudios de Sotelo y Changeaux 1974, también
realizados en la mutante "weaver" muestran que las células de
Bergmann  presentan prolongaciones caortas v gruesas. En  este
estudio los Autnres observaron gque bajop estas condiciones un
pequefio mdmero de células granulares logran migrar, pero
finalmente degeneran vy mueren. En el presente estudio no

analizamos sistemiticamente la glia de Hergmann., Es de

i
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nuestro intéres realizar estos estudios en un futuro prdcimo,
para poder comparar si las celulas de la glia radial de
Bergmann presentan  las mismas caracteristicas ogue las
comunicadas por Soteleo v Changeaux en 1974, Hin  embargo es
pertinente mencionar gue las células aranulares sobreviven en
su destine final.

Una posible alteracidn gue ocasiona el retardo en las
celulas granulares, g5 gque dichas células se muestran
susceptibles a transformaciones oncogénicas propiciando 1a
formacidn \de tumores cershelosos (meduloblastomas) como los
reportados por Eadin y cols. en 1970 en las celulas
grantl ares del cerebelo en humanos.

El aumentp de espesor de los lobuleos & al 10 en la capa
malecular y granular interna de la rata "MD", posiblemente se
debe & que el arreglo de las células ooupa wn mayor volumen

por un inadecuado empagueltamianto.

La longitud y ndmero de cé#lulas de Purkinje =1 =
encuentran  en una proporcidn muy semejante en los  animales
"MD" v los normales. Sin embargo fue notorio gue las celulas
de FPurkinje se muestran desfasadas de su plano de ubicacidn
gn  las ratas "MD" independientemente de la edad estudiada,
esto puede ocurrivr por una alteracidn en la migracion de las
clulas de FPurkinije en el cerebelo de la mutante "MD", para
esclarecer egie punto se requeriria estudiar en forma precisa
la migracidn de las gelulas de Furkinje., Este punto de vista

aueda abierto a proximas investigaciones.

En ante trabajo también observamos hipertrofia &



hieperplasia de los astrocitos en la substancia blanca del
cerebelo vy oen el tallo cerebral. Esto pudiera explicarse
como wun fendmeno secundario de tipo reactiveo o compensatorio
a la desmielinizacidn en la rata "MD" (Dentinger vy cols,.,
1985) .

Mosotros analizamos 21 talle cerebral lo gue nos permitio
evaluar una estructura del sistema nervioso central  cocuyo
desarrollo se conpleta en la etapa enmbrionaria a diferencia
de 1o qgque ogocurre con el cerebelo. La desorganizacion  que
muestran  las fasciculos fibrosos de substancia blanca en el
pedanculo cerebeloso inferior v la reduccidn en numero de los
oligodendrocitos conforme la mutante se desarrolla parecen
sar  consecusncia de la inmadurezr de los oligodendrocitos
interfasciculares ogue no mielinizan adecuadamente vy mueren
finalmente. Dicha alteracidn pudiera ser secundaria a la
aberracidon gendtica que sufre la rata "MD" en la linea de
diferenciacidn de los oligodendrocitos.

La mutante "MD" ha sido propuesta como modelo de
leucodistrofia denominada de Felizaeus-Merzbacher y también
de la lpucodistrofia sudanofilica (Csiza y - Lahunta, 1927%).
Estas alteraciones se transmiten en los humanos de manera
recesiva ligada &l cromosoma X y se manifiestan COomo Una
deficiencia en la formacidn de mielina central. De tal forma
que &l cmnméimienta de los cambios histogenéticos que ésta
mutante presenta durante su desarrecllo poaderian contribuir de
manera importante en 2! discernimiento de tal aberracidn vy

aus implicaciones en el ser humano.

8



10, ~ CONCILUSTONES:

.- E1 cerebelo de la mutante "MD" es normal al andlisis

Lo s
anatomico MACr QSOOI OO

o

2.~ La rata matante "MD" presenta un retardo en la migracion
de las céluwlas granulares de la corteza cereshelosa. Este
fendmeno  apoya la hipdtesis del presente estudio, en gue
pudiera haber alteraciones en otras lineas celulares ademas
de la de los oligodendrocitos.

3. Las alteraciones histoldgicas presentes en la substancia
blanca del oerebelo y tallo cerebral son secundarias &  1a

desmielinizacidn  del sistema nervioso central en la mubtante

n MI)II .
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12.- TABLAS Y FIQURAS. -~

TABLA 1, -

DIAMETRO HORIZONTAL:

Edad ig9 21 23 25
Controles 9.8 + 1.4 B + .9 9.5 + .8 9.6 =+ 1.1
Afectados 7.73 + .U 8.2 2+ 0 B8.62 + .6 8.9 =+ 0

Nota: Los valores corresponden a lasg medlias estadlasticas + su

desviacidn estandar en mm.

TABLA 11. —

DIAMETRO DORSOVENTRAL:

Edad 19 21 23 25
Controles 4.13 + 0 b,19 + .24 h.23 + .21 .39 + .45
Afectados 3.98 + .1 L.6 + 0 n.48 + .46 .65 + .05

Nota: Los wvalores corresponden a las medias + su desviacidn

estandar en mm.
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SIBLIOTECA CENTRA!

TABLA 111.-

DIAMETRO ROSTROCAUDAL:

Edad 19 21 23
Controles 5 + 0 bill + .33 5.5 + 1
Afectados 4.66 + .59 .26 » O 5.62 + .lU2
Nota: Los valores corresponden a las medias + su

estandar en mm.
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TABLA IV

ESPESOR DE LA CAPA GRANULAR INTERNA.=

CRESTA .-
| 15 | mp) 3 4 ?
| A B | 6.5 7.5 & 8 7.5 6.5 14
" ; I :
| .5 | Clg.4 «3.2 8.4 « 118,18 = 3[6.9 + 7 | 6.5 + 1.2 74 2.2[11.7 + 2.6.9 + 24°
Poa | : - % t - - ; - — el
i : ! : : : :
L 19, MDIO 5.5 2 215 + 1.4117.7 + 3.8 + 2.8 18+ 2.8 |10 + 2.8i8 + 1.4:
18 ¢ > 1
1% C g 7 10 ¥ L7 ' 10 112 ‘9 z
i , ? i : ! i
21 | MD § § : ; ? f
by € 6.4+ T 6.1 x .2 6.9 +.2°7.5 22110 2 3.1 7.1 +.517.7 + 11142 2.0
23 0 MDias L 3.8 17,6 430 8.3 2 2 10.9 < 3 11.8 = £ 6.8 + 1. 8.4 4 2 17.1 41

2z o1 7 - 6 - 3 S 12
o5 o owpl 10 5 - 8.5 g 8.5 160 _— :
25 o | 8 ;10 ° P 3 8 8 ;

Pie de nota: Los valores cerresponden a la media + su desviacidn

unidades est&n en mm.

estandar.las



TABLA V.-

ESPESCR DE LA CAPA GRANULAR INTERNA.

EDAD 3 4 5 TALLO.- 7 8 9 10
o |
15: Mp! 4.25 3.75 | 4.75 5.25 4 5.5 6.25 | 6.75
151 © 3 3.9 + 21 3.11 + % 3.9 + 114.63 + 4 4 + 1.7] 4.9 22| 6 + 2.1 6.6 +3
5 - i
] |
19¢MD |5 95 o+ 4 3,2 + 3] 3.7+ .31 4.2 + 1) 4.25+.3] 5 6.2 +.3 5.7 +
: E
! 19 ¢ {3.5 3.5 4 5.5 4.5 i 5 6.5 L7
L : : (
; 21 i Mb | : E
P21ic 14,72 2(3.7 +.4 4.1 +.615« .2 |4+ .7 i34 .5114.5 2+ .55.7 22
L oalMD8 22 |63 15.5+.716.4 2142 .7606.3 + 1.78.451.86.1 2 1 |
s i . i : ; ;
] | | |
P23 Sl e 5 6 7 7 /5.5 ‘6 .9 !
| 25iMp | 4 5 ‘s §5 4 | 4.5 i R !
S !
[ 25} ¢ i 2 2.5 4 | 4.5 4.5 ;3 3.5 i 5 i
: _ : i i ; |

Pie de Figura: Los valores corresponden a la media + su desviacidn estandar.

Las unidades estin en mm.



TABLA V1

ESPESOR DE LA CAPA GRANULAR INTERNA

VALLE .=
EDAD 3 4 5 6 7 8 9 10
{
15 wrMp| 3 2.5 2 2 2 2.5 2 3.25
15 | € | 2.3 4 1] 22 52,5 212,621 [2.66 + 1{3.1 +.3 [ 2.6 +.6 [2.7+ .7
19| Mp| 2 3 2.5 +.7| 2.7 # 1{2.5+.7 13 + 1.4 2.5 + 2[2.5

19 j¢c |2 3 3 3.5 3 L a 4 _—
121 | €| 1.8 +.4[2.2 4.8 2 2.9 +1.5 2.9+ 1 [ 2.9 +.2 | 2.1 +.4|3.2+1.1
21 | MD |

123 | MD| 3.5 + 173 +1.1 | 2.9 2.8} 5.2 +1 | 4.5 4.8 3.8 + 1] 2.9 +.6] 2.14.7
23 jc |2 2 3 3 > L4 5 3 i
; ; i |
; : | |
25 | mp} 3 '3 3 4 E 5 : 3.5 S S |
i | : E : l
| @ f ; ;
L 25]c |2 11 1 4 |4 3 2.5 2.5

Pie de nota; Los valores corresponden & la media + su desviacidn estandar.Las
unidades estin en mm.



TABLA V11

ESPESOR DE LA CAPA MOLECULAR.=-

CRESTA.~
EDAD 3 4 5 6 7 8 ) 10
I
15 {Mp | 2.5 2.5 2.5 2.25 3.75 3.25 i 3 3,75
15 | C {2.94 +.8] 2.9+ 11 2.621.,1} 2.4+.5 12.7+.58 | 2.3 +.712.2 +1.1(3.1 21
19 [MD (3.5 +.7 | 2.7 #1] 2.2 +.3} 2,2F.3 [ 2.5 4.7 | 2.5 +.7| 2.7 +.3]3.5 4.7
] g |
12 jc {2+ 1 3.7 4.2 2.2 $.212.2 #.2 2.5 £.5 | 3 3.2 +.214 !
;
21 ¥ED |
i i
1 | € (3.2 +.4 12.9 +.8§ 2.9 4,37 2.8 #.74.7 41.6/ 3.8 #.2| 4.5 +2.2 5.8+ 1
‘ ‘ i |
i ! ;
23 © MD! 3.5 + 1;3.5 £.9 4.1 *.9 | 3.6 £.5{3.7 1.4 4.4 .8] 3.9 2.216.8 21.6
L | é :
23 i¢c |2 (5.5 14 4 4 3 2.5 14
25 | Mpi 3 '3 3 4 ‘4 3 8 R—
= 5 ; |
125 L ¢4 13,5 i3 ; 5 _—— | 5 4
¢ 4 { | ; d

Pie de figura: Los valores corresponden & la media + su desviacidn estandar.

Las unidades estin en mm.



TABLA V111

ESPESOR DE LA CAPA MOLECULAR,.-
TALLO. -
EDAD 3 4 5 6 7 8 9 10
]
15| MD| 4 3.75 4,25 4.5 | 5,25 4.5 5 3.75
15| C {3 % .5 [3.7 % .6 3.7 +.8 4.2 +1.0{3.7 +.8 1 3.8 +.8 4.2 + 1 | 3.7 4.8
:
19| MD j2.5 3.5 4 ts i4.75 6.75  [5.75 3.75
18] € (3.7 4.2 [10 4 1 1 5.5+ 1{6.5+ ;5 {5+ 1 | 5.7 +.1} 3

i i i : H -

i H & ; !
21| Mp s :
21 € 4.7+ .5 {5.3 21,06.5 +.77 6.8+ 1.5 7.1 21.5/ 6 +.70 % 6 + .89{4.2 +.24

I - tr - % 7 - - 1
i t i : ; ! i
: 4 ! - : : H
230 MD{6 +.95 [6.3 +.7 5.6 2.3 | 6.6+ .7.5.2 £ .8 6. +.8 | 6.9+ .6i5.14.3 |
23] C |4 s las  las s 6.5 9 7.5
|
25, MDI4 6 L6 11 5 1 5.5 S-S S— g
¢ b - ' i )I ' _E
25! C 4.5 3 i 5 5.5 i5.5 ;4 : 5.5 5 :
, 1 d B Py : 2 :

PIE DE FIGURA: Los wvalores

corresponden a la media

4+

Las unidades estén en mm.

su desviacibn estandar.



TABLA 1X.

ESPESOR DE LA CAPA MOLECULAR.-

VALLE.—
7 9 0
EDAD 3 2 > 6 8 1
15§ MD | 5 5.5 4.5 4.25 4 4 5.5 3.75
i
i B
15] C | 3462 .9i3.7 .4 | 3.94+.9| 3.8 +.971 4.3 +1.|4.321.8] 3.7 +1.3 3.9+1.2
i
19! MD 5.5 = 714 + 1.4 14 + 1.4} 4.25 4+ 1 5 4.5 + .7 4.5 2.7} 4
P 19] C 4.5 +.5 4.5 +.514 21 |5 7+2 |5 i 5 4
T
i 21y MD :
7 ; : : { :
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PIE DE FIGURA: Los valores

corresponden a la media + su desviacidn estandar.

Las unidades estén en mm.




TABLA X.-

ESPESOR DB LA GAPA GRANULAR EXTERNA

m
EDAD NORM:iES AFECTADOS
17 21.6 Y 2.5 45 L 3.2
19 10.8 2,8 25.2% 2,9
21 5.4 1.5 10.8 ¥ 0.7
23 S 7_.2""t 0.5

L.os valores cerrssponden g la media
més su desviacién estandar en/pm.

TABLA X1.-

LONGITUD DE LA LINBA DE CELULAS DE

PURKINJE.~
EDAD NORMALES APECTADOS
15 78.9 ¥ 14 89 .
1" 112.0 ¥ 0.5 105.75 % 7.25
o1 96.6 £ 9.6 113.0 % 0.4
23 107.5 £ 2.2 109.0 % 0.5
25 127.0 Y 0.3 124.4 % 3,32

Los -dates . cerresponden s los valeres pro-
medio mds su desvimcién standar en centime-
tros.



Tabla X11. -

NUMERO DE CELULAS DE PURKINJE/CM

Edad Normales Afectados
15 20.31 + 4.3 25.4 + 2
19 17.20 + 3.27 20,0 + 3,35
21 22.48 + 2.89 20.8h + .56
23 19.55 + .85 18.83 + 1.18
25 15.38 + .78 15.5 + 0.5
Nota: Los valores corresponden a las medias + su desviacidn

egtandar,
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LAMIMA 1.-

En esta 1amina s& muestra un corte a nivel de corteza

cerebelnsa de rata Wistar normal, en el que se aprecian las

prolongaciones de la glia de Bergmann que se extienden desdse

la monocapa de c&lulas de Purkinje hasta la superficie de 1a

glia limitante.

mnuoﬁin CRHTRAL
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I.JAMINA 2 [ Rand

En este esquema propuesto por Altman en 1972, se ilustran los
principales eventos que ocurren durante el desarrolle de la cor—

teza cerebelosa en rcoedores. Estos eventos se describen en apte-

entes,

1

EPCCx DE ORIGEN DE LAS FIZERA



LAMINA 3.- En esta micrefetograf{a se muestra un corte
sagital a nivel de cortema cerebelosa de rata Wistar -
normal de 21 dfas pesnatales. Les ndmeres presentes en
cada lobule estdn de acuerdo a la clasgificacién previa-
mente descrita por lLarsell. En esta también se aprecian

la capa molecular, la capa de c¢élulas de Purkinje y 1la
capa granular interns.
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Abreviaturas empleadas en los pies de figura.

AT

CER

IMER)

CER

CH

om

Ff

a1

SH

Astrocitos

Capa_ﬁranular Externa.
Capa Granular Interna.
Células Gliales Reactivas.
fapa Molecular.

Céalulas migratorias.
Fasciculos fibrosos
Oligodendroci tos

Célula de Furkinie

Substancia Blanca.



FIGURA A.- La Figura muestra el promedio del
didmetro horizontal del cerebelo en las ratas "MD"
de 17, 19, 21, 22 y 285 dias v sus respectivos
testigos. La rata "MD" de 17 dias muestra un
didmetro horizontal cerebeloso mayor con una pooo+

0.00 con respecto a sus testigos.
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Figura A

Media X (mm).
=

| Lo A YN
Edad (dias)

Controles

i Afectados

Diametro Horizontal



FIGURA B.- La figuwra muestra el promedio del
diametro dorsoventral encontrado en el cerebelo de
las ratas "MD" de 17, 192, 21, 23 y 25 dias y sus

respectivos testigos. No se encontraron diferencias

significativas en ninguna de las edades estudiadas.



Figura B.

; Media X (mm).

19 21
Edad (dias).

Coniroles Afectados

Diametro Dorsoventral



FIGURA C.— En la figura se muestra el promedio del

diametro rostrocaudal encontrado en el cerebelo de

las ratas "MD" de 17, 1%, 21, 23 yv 20 dias y el de

sus  respectivos  testigos. El promedio de este

dametro fue significativamente mayor en el cerebelo
de  la rata "MD" de 21 dlas posnatales con una p 2

O. 05,
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Figura C.

Media X (mm).

|

17 19 21 2;-“- 25
Edad (dias).

Coniroles Afectados

Diametro Rostrocaudal



FIGURA 1. Microfotografia de un corte sagital a nivel de
corteza cerebelosa de rata Wistar normal de 17 dias

pasnatales. Espesor de la capa granular externa = 21.6/um.

FIGURA 2.« Micropfotografia de un corte sagital a nivel de
corteza cerebelosa de rata (md) deficiente en mielina de 17

dias posnatales. Espesor de la capa granular externa = 45/um.

i}






FIGURA

-r
he

- Microfotografia de un corte sagital a nivel de

de corteza cerehelosa de rata Wistar normal de

dias. Espesor de la capa granular exlterna =

10. B/Jm .

FIGURA 4.- Microfotografia de un corte sagital a nivel

de cortera cerebelopsa de rata (md) de

19 dias.

Espesor de la capa granul ar externa = Eﬁ.i/um.

i
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FIGBURA 3.~ Microfotografia de un corte sagital a nivel de corteza
cerebelosa de rata Wistar normal de 22 dias posnatales.

Espesor de la capa granular externa = 5.4 um.

FIGURA &.~ Microfotografia de wun corte sagital a nivel de corteza
cerebelosa de rata (md) de 22 dias . Espesor de la capa

granul ar externa = ID.S/Um.






FIGURA V.- Microfotografia de un corte sagital a nivel
de corteza cerebelosa de rata Wistar normal de 23 dias.

La capa granular externa estd ausente.

FIGURA 8. Microfotografia de un corte sagital a nivel
de cortera cerebhelpsa de rata "MD" de 23 dias
pasnatales. Espesor de la capa granular externa = 7.2

/um. Las células de Furkinie se muestran ectdpicas.
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FIGURA 9.- HMicrofotografla de un corte saqital a nivel
de corteza cerebelossa de rata Wistar normal de 25 dias

posnatales. la capa granular externa est3 ausente.

FIGURA 10.~ Microfotografia de un corte =sagital a nivel
de corteza cerebelosa de pata "MD" de 23 dias
posnatales. lLa capa 49granular externa aln persicste
formande uh estrato de | a 2 céiulas en la mavoria de
los  ldbulos. Lazs ceélulas de Purkinje se apreciab

desubicadas por 1o gque pierden su altineamiento normal.



FIG 9

FIG 10



FIGURA {l1.~ Microfotografia de un corte sagital a nivel
de substancia hlanca cerebelosa en rata Wistar normal de
17 dias posnatales. Los oligodendrocitos s muestran
alineados en hileras de 3 a 8 células. Los fasciculos

fibrosos corren longituwdinal y transversalmente.

FIGURA 12.- Microfotografia de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebelosa de rata "MD" de 17 dias.
Los fasciculos fibrosos se observan desorganizados, con
disminucidn del espesor, esta alteracidn provoca un

destfasamiento de los oligodendrocitos.






FIGURA 13, - Microfotografia de un corte sagital a nivel
de la substancia blanca cerebelosa de la rata wistar
normal de 19 dias. La distribucidn,; disposicidn v
espasor  de los fasciculos fibrosos, permite el ar#eglo
caracteristico de los oligodendrocitos en grupos de X o

MASa

FIGURA 14.- Microfotograflia de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebelosa de rata "MD" de 19 dias.
Los  fasciculds fibrosos se muestran disociados. Y los

oligodendrocitos pierden su alineamiento normal.






FIGURA 1353.~ Microfotografia de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebelosa de rata Wistar normal de
21 dias. Be observa una disposicidn v empaguetamiento
normal ®n los haces Ffibrosos. Los oligodendrocitos

adoptan su ordenamiento caracteristico,

FIGURA 146.- Microfotografia de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebelosa en rata Wistar normal de
21 dias posnatales. Los haces fibrosos se muestran
desorgani zados, flojos entre =iy el patrdn de

alineamiento te los oligodendrocitos =1 pierde

tn£a1mente.






FIGURA 17.- Microfotografia de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebslosa de rata Wistar normal de
23 dias posnatales. Los haces fibrosos se dirigen
longitudinal Y transversalmente mostrando algunos
entrecruzramientos. Los oligodendrocitos se ordenan  en

forma de cadenas.

FIGURA 18.- Microfotografla de un corte sagital a nivel
de substancia blanca cerebelosa de rata "MD" de 23 dias.
Los  haces fibrosos se musstran pobremente empaquetados.
Los oligodendrocitos estan ausentes casi totalmente. los

astrocitos se ohservan hipertroficos.
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FIGURA 19.~ Microfotografia a nivel de substancia blanca
cerebelosa en rata Wistar normal de 25 dlias poshatales.
Los haces fibrosos se orientan tanto longltudinal como
transversalmente, se aprecia ademas un empaquetamiento vy
distribucidn normal de los mismos., Los oligodendrocitos

se agrupan de 4 a 8.

FIGURA 20, Microfotografia a nivel de substancia blanca
cerebelosa en rata "MD" de 20 dias posnatales. Los haces
fibrosos no se asocian adecuadamente por lo  gue  se
observan flojos entre si. Los oligodendrocitos estan

ausentes casi totalmente.
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FIGURA 21.- Microfotografia a nivel de bulbo raguideo de rata

FIGURA

LTk
P )

Wistar normal de 17 dias. Los haces fibrosos gse
dirigen longi tudinalmente, mostrando tn
empatuetamiento normal. Los oligodendrocitos =se

organizan en grupos de 3 a 10 células alineados a

manear-a de cadenas,

Microfotografia a nivel de bulbo raguideo de rata
"MD" de 17 dias posnatales. 8¢ aprecia una ligera
dispriacidn de los haces fibrosos lo gue modifica

el patrdn de alineamiento de los oligodendrocitos.

11






FIGURA

FI1GLIRA

g

alet

"y

-~ Microfotografia a nivel de bulbo raguideo de rata
naormal de 19 dias posnatales. Llos baces fibrosos
ze muestran altamente organizados lo que permite
2l arreglo caracteristico de los oligodendrocttos

a manera de cadenas.

24, Microfotografia a nivel de bulbo raguideo en la

Fata "MD" de 1% dias posnatales. Se observa una
disminucidn en el espesor de los haces fibrosos
1Y no se empaguetan adecuadamente. Los

bligodendrocitos se muestran desorganizados.
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FIGURA 25.- Microfotogratia a3 nivel de bulbo raguiden en
rata Wistar normal de 21 d1as posnatale=s. Los haces
fibrosns 1=1:) agrupan longitudinalmente ¥ 10s

pligodendrocitos se aprecian en cohjuntos de 4 a 8.

FIGURA 24.- Microfotografiza 2 nivel de substancia blanca
en bulbo raguilden de 12 rata "MD" de 21 dlas posnatales,
l.os  haceg fibrosog se muestran disociados con direccibn

mixta. Se precenta una severa digminucidn del ndmero de

pligodendrocitos.
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PIGURA 27.- Microfetografia a nivel de substanela blanca
de bulbo raqufdeo en rata Wistar noermal 23 dias posnate-
lea . Les haces fibresoseerren en direceién longitudinal
con una relacién bastante regular entre los mismos., Les
oligodendrocites se erientan de igual manera que les ha-
ceg fibresos y se agrupan de 4 a 10.

FIGURA 28.- Micrefotegrafias de un corte a nivel de bul-
bo raguidee en rata "MD"de 23 dias posnatales. Les fas-
efcules fibrosos se obaervam bastante disocindos, 1le
que prepicia una alteracidn en el alineamlento normal
de lems oligodendrocitoes.






FIGURA 29.- Microfotografia de un corte sagital a nivel
de bulbo raguldeo de rata Wistar normal de 25 dias
poshatales. Low fasciculos fibross se orientan
iongitudinalmente ¥y su empaquetamiento es altamente

regular. Los oligodendrocitos forman hileras,

FIGURA 30.- Microfotografia de un corte a nivel de bulbo
ragulden de rata "MD" de 25 dlas posnatales. Los
fasciculos fibrosns 5@ observan ligeramente
empaguetados, Existe uha ausencia casi total de

oligodendrocitos,






FIGURA 33.- La Figura muestra el promedio del
espesor  de la capa granular interna encontrado en
log lobulos 3, 4, 5, 4, 7, B8, 9 v 10 en la corteza
cerebelosa de la rata "MD" vy sus respectivos
testigos & log 23 dias de edad., Observese que los
lobulos 4, &, 7, B y 13 presentan un espesor
significativamente mayor en las ratas "MDf con
Fespecto a SUS testigos. l.os nivel es tle
significancia se representan como: b)) p <0,02, ) p

.01 v d) p < Q.001, En algunos de los lobulos no
se grafico la desviacidn standar porgue era

demasi ado peguefila o no se presentaba.
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Figura 31
Cresta

Media X (mm).

Lobulos

Controles

4 Afectados

Espesor de la capa granular interna

b) p < 0.02, ¢) p< 0.01 y d) p< 0.001.
23 dias.



FIGURA 32.- La Figwa muestra el promedic del
espesor  de la capa granular interpa encontrado en
los lobdos 3, 4 ,8, 6, 74 8, 2 v 10 en la corteza
cerebelosa de las ratas "MD" de 23 dias vy sus
respectivos testigos. Observese que los lobulos 7 vy
10 presentan un espesor significativamente menar en
las ratas "MD" con una p < 0,02 y una p < ©0.01

respectivamente. En algunos lobulos no se grafica

la desviacidn standar porgue eps demasiado peqguefa o

no axiste,



Figura. 32
Tallo

Media X {mm).

10

Lobulos

Controles

3 Afectados

Espesor de la Capa Granular Interna
b) p < 0.02 y ¢) p< 0.01
23 dias.



FIGURA Z3.-~- En la figura se muestra el valor
promedico encontrado para el espesor de la capa
granular interna en los lobulos 3, 4, 5, &, 7, 8, 7
v 10 de la corteza cerebelosa (rona del valle) en
la rata "MD" v sus respectivos testigos. Observoese
como al lobulo ) presenta Lin espeEsor
significativamente mayor en la rata "MD" con una p
< Q.05 vy por el contrario el leobulo 9 =15
significativamente menor con upa p < 0.02 con
respecto a su testigo. En algunos lobulos no  se

encusntra la desviacidn standar va gue esta era

demasiado pequifa o no se presentaba.



Figura. 33
Valle

Madla X (mm).

Lobulos

- Controles i Afeclados

Espesor de la Capa Granular Interna.
a) p< 0.05 y b) p< 0.02
23 dias.



FIGURA 24.- La Figura muestra el promedio del
espesor de la capa molecular encontrado en los
ladbulos 3, 4, 5, &, 7, 8B, 9y 10 en la corteza
cerebelosa ( zona de la cresta ) de las ratas "MD"
y sus respectivos testigos de 23 dias de edad
posnatal. Obhserve que el ldbulo 4 presenta un
espesor  significativamente menor en los animales
afectados con una p < 0,05, mientras que los
ldbulos 9 Y 10 presentan i) espesor
aigﬁi$icativamente mayor en los animales afectados
con uha p oY 0.010 vy una p < 0.05 respectivamente. En
algunos ldbulos no se graficd la desviacidn standar

por ser demasiado pequefia.
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FIGURA 35.- La figura muestra 1 promedio del
espesor de la capa molecular en los ldbulos 2, 4,
9y, 6, 7, 8, 2y 10 de la corteza cerebelosa (zona
del tallo), de las ratas "MD" y sus testigos. Note
que los  ldbulos 2 a 6 presentan un  espesor
significativamente mayor en la rata "MD" mientras
que por el contrario los ldbulos 9 y 10 muestran un
espesor  significativamente menor en los animales
afectados de 22 dias. En algunos labulos no se

graficd la desviacidn standar por ser demasiado

pequefa.
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Figura. 35
Tallo

Media X (mm).
10

Controles

Afectados

Espesor de la Capa Molecular
a) p< 0.05, b) p< 0.02 y d) p< 0.001
25 dias.



FIGURA 3b6.~ La figura muestra el promedio del
espesor  de la capa molecular en los lobulos 3, 4,
5, b, 7, 8, 2 vy 10 de la corteza cerebelosa (zona
del valle), en las ratas "MD" v sus testigos de 23
dias posnatales. (Observe que el sspesor de esta
capa en el lobulo 7 es significativamante menor en
las ratas "MD" con una p < 0.01. En algunos ldbulos

na se encontro desviacidn standar o fue  demasiado

pequefla por lo que no se grafica.
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Figura. 36

Valle
20 Media X (mm).
c)
15
10

0 1
S 6 7 8 9 10
Lobulos
Controles S Afectados

Espesor de la Capa Molecular
c) p< 0.01
23 dias.



FIGURA 37. La figura muestra el promedio
del espesor  de la capa granutar  interna en  los
16bles 2, 4, 5, &6, 7, 8, 9 vy 10 de la corteza
cerebelosa (zona de la cresta) en las ratas "MD" vy

sus respectivos testigos de 25 dias posnatales,

Observe que en las ratas "MD" los lobulos
cerebel osos b, 7 y 8 presentan un espesor
signiticativamente mayor con  uwna  pd 0.05, En

algunos l1dbulos no se grafica la desviacion standar

par ser @sta demasiado peguelia.
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Figura 37
Cresia

Media X (mm).

14

m Controles

i Afectados

Espesor de la capa granular interna
a) p < 0.05
25 dias.



FIGURA ZB.-~ La Figuwa muestra el pronedioco del
5650 de la capa molecular encontrado =2n los
ldbulos 3, 4, 5, &, 7, 8 y 7 de la corteza
cerebelosa en las ratas "MD" vy sus respectivos
testigos. Ohserve gue el lobulo & presenta  un
gspesor significativamente mayor en  dicha capa en
las tatas "MD" con una p < 0,035, a laos 25 dias
posnatales. Hi en algunos l1dbulos no se observa la
desviacidn standar es porgue esta es demasiado

pequefla o no existe.



Figura 38
Tallo

Media X (mm).

12

Lobulos

Controles

Afectados

Espesor de la capa molecular
a) p < 0.05
25 dias.



FIGURA 23%2.- La AFigura maestra el promedio del
espesor de la capa molecular (zona del wvalle), en
los lébulos 3, 4, &5, &6, 7, By % de la corteza
cerebelosa en las ratas "MD" y  sus respectivos
testigos de 2T dias posnatales. Note que dicho
espesor s signhificativamente menor en &l ldbulo B
de las ratas "MD" con una p < 0,05. 8i en algunos

lobulos no se observa la desviacion estandar es

porque esta es demasiado pequeffa o no existe.



Figura 39
Valle

\

Lobulos

Controles ‘24 Afectados

Espesor de la capa molecular
a) p < 0.05
25 dias.



FIGURA 40.- Microfotografla de un corte sagital a nivel
de torteza cerebelosa de rata Wistar normal de 19 dias
posnatales,Observe como las células de purkinje forman

una monocapa bien definida entre las capas molecular v

granular internsa.

FIGURA 43.- Microfotografla de un corte sagital a nivel

ge corteza cerebeloga de rata "MD" de 19 dlas
posnatales. l.as células de Purkinje se encuentran
desfasadas con respectn a su  planno  de ubicacibn,

internandose tanto en 1a capa molecular como en la

granular interna.



FIGURA 41




FIGEIEA 47, - Microfnlagrafis de un corte sagital 2 nivel

de corteza cerehelnsa de rata Wistar norma2i] de 21 dises,
Las cdlulas de Purbinje =e ubican perfectamente » formen
upa monocaps contines gue divide a2 las capas mnnlecular v

Jronular interns

FIGHPA 42, Hicrofologratia de un corte sagital 2 nivel
e corbteza cerebelosa de rata "D de 2 41 asg

posnztales.lps c2lulae de Puplkinje se superponen tthas 3

otrze » ee adentya2pn epn ta rmapa granular intern=.
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FIGURA 44.- Microfotografla de un corte sagital a nivel

de rcnrteza cerebelnsa de rata Wistar normal de 23 dlas

posnatales, las cdjula= de Purkinje se organizan de tal

manera que establecen una monocapa continua gue separa a

las capas molecular v granuilar interna.

FIGURA 45.- Microfotograflia de un corte sagital a nivel

de corteza cerebelosa de rata "MD" de 723 dlas

posnatales. las células de purkinje se muestran

desubicadas con respectoc a su manocapa, puesto que

algunas de estas se encuentran dentro de 1a capa

gr-anular interpa,
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FIGURA 44.- Microfotografia de un corte sagital a nivel

de corteza cerebelosa de rata Wistar normal de 25 dias

posnatales, Lo= snmas- de las wé&lulas de Furkinje

integran una monocapa continua gque se ubica dentrn de un

mismn planoc v separa a las capas molecular v granular

interna.

FIGIRA 47.- Microfotografla de un corte sagital 3 nivel

de corteza cerebelosa de rata "MD" de 25 dlas

posnatales, Los somas de las células de purkinje se

muestran desplazados internandose tanto en la capa

molecular como en la granular interna, por o que

pierden totalmente su alineamiento normal,
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