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C. INTRODUCCIO

El complex entramat cellular que com-

pon el sistema nervios central (SNC) de tots

els vertebrats pot considerar - se constituit

per dues classes de cel•lules netament dife-

renciades, tant des del punt de vista histolo-

gic com fisiolbgic : les neurones i les cellules

de glia . Si be classicament les neurones han

estat considerades els elements cel-lulars

mes importants de 1'SNC pel fet que consti-

tueixen la base de la transmissio dels impul-

sos nerviosos , actualment els neurocientifics

estan cada vegada mes convencuts que les

cel•lules glials tenen un paper primordial

actuant com a elements reguladors de la

prbpia activitat, plasticitat i supervivencia

neuronal.

Entre els diferents tipus de &I-lules glials

descrits a 1'SNC, els astrbcits i els oligo-

dendrbcits constitueixen la poblacio glial

(macroglia ) mes nombrosa i mes ben carac-

teritzada citologicament a partir d'estudis

realitzats sobre tails histologies i tambe a

partir de cultius cel•lulars in vitro. Des dels

treballs classics desenvolupats per Cajal

usant la tecnica de For sublimat ( Cajal, 1916)

es coneix que els astrbcits , o cellules estre-

llades, com el seu nom indica , son cel-lules

que es troben distribuides tant en la subs-

tancia blanca com en la gris . Estudis morfo-

logics demostren que les prolongacions

astrocitaries participen en el recobriment

dels capil-lars sanguinis que irriguen el tei-

xit nervios i en la formacio de la membrana

glial externa (Polak, 1965). Al neuropil,

ultraestructuralment, s'observa que les pro-

longacions astrocitaries estan estretament

connectades amb els terminals sinaptics (Pe-

ters et al., 1991). Els astrocits i les estirps

glials associades com les cellules ependi-

matiques (ependimocits i tanicits) que reco-
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breixen els ventricles cerebrals, la glia de

Bergmann al cerebel i les cellules de Muller

a la retina, acompleixen un important paper

estructural donant sosteniment a 1'entramat

nervios, perb alhora participen en moltes

altres funcions (Fedoroff i Vernadakis, 1986a,

c). Particularment, els astrocits s'han impli-

cat en funcions tan diverses com 1'elimina-

ci6 del CO2 (Kimelberg i Bourke, 1982), el
control extracellular d'ions K' (Hertz, 1981;
Landis, 1994; Pasantes-Morales et al., 1994),
i el metabolisme de certs neurotransmissors

com l'acid y-amino-butiric (GABA) (Kelly i

Dick, 1978; Fraser et al.,1994),1'acid glutamic

(Kaneko et al., 1988; Erecinska, 1990) i la
taurina i les amines biogenes (Federoff i

Vernadakis, 1986b). D'altra banda, els astro-
cits estan considerats el magatzem d'ener-

gia de 1'SNC, de forma que emmagatzemen

glucogen en el seu citoplasma (Ibrahim,

1975), i quan es produeix una activitat

neuronal intensa son els astrocits els qui
aporten la glucosa necessaria a les neurones
actives (Eyre et al., 1994).

Les cellules d'oligodendrbglia o oligo-

dendrbcits son cellules amb una morfologia
variable que es troben tant a la substancia
blanca, en relacio amb les fibres nervioses,

com a la substancia gris, associades princi-
palment a somes neuronals (Peters et x1.,1991).
Aixi mateix, aquestes cellules, que son les

responsables de la sintesi i el manteniment de
la mielina de les fibres nervioses (Wood i
Bunge, 1984; Asou et al., 1994, 1995), partici-
pen en el metabolisme neuronal acomplint
una important funcio trbfica (Ludwin, 1979).
D'altra banda, aquestes cellules tambe pre-
nen part en el control de la concentracio
ibnica del medi extracel-lular (Langley et al.,
1980). Recentment, s'ha comprovat que, a
mes a mes, els oligo-dendrocits presenten
receptors per a certs neurotransmissors i hor-
mones (Baas et al., 1994), fet que suggereix

que poden estar desenvolupant funcions en-
cara no conegudes.

A mes de les cellules de macrbglia, les

anomenades cellules de microglia tambe

constitueixen una part important de la po-

blacio glial de 1'SNC. Des del seu descobri-

ment, aquestes cellules han estat sempre

una estirp glial enigmatica, l'existencia de la

qual ha estat sempre molt debatuda i les

funcions de la qual s'han mantingut obscu-
res durant molt de temps. Tanmateix, avui,
tot i ser un tipus cellular relativament poc
estudiat, els treballs publicats I'ultima deca-
da indiquen que aquests elements glials
podrien ser la clau per explicar molts dels
processos que es donen en 1'entramat nervi-

os, incloent-hi 1'etiologia d'algunes malalti-

es neuronals (Castellano i Gonzalez, 1991;
Dickson et al., 1991; Thomas, 1992).

Al llarg d'aquest capitol, volem plantejar
quins han estat els principals enigmes asso-
ciate amb les cellules de microglia i com
s'han anat resolent. En el nostre laboratori
estem treballant des de fa quinze anys en
alguns d'aquests aspectes i els resultais ob-
tinguts de les nostres investigacions han
contribuft a desvetllar algunes d'aquestes

questions.

L DESCOBRIMENT DE LA MICROGLIA

El nom de «cellula de micrbglia» va ser
concebut per Pio del Rio Hortega a principis
de segle (per a una revisio, Castellano i
Gonzalez de Mingo, 1995). Va ser aquest
investigador qui, despres d'una serie conti-
nua de treballs, va poder demostrar que
1'anomenat tercer element de Cajal (el pri-
mer element el representaven les neurones i
el segon, l'astroglia) estava constituft alhora
per dues estirps diferents: unes cellules amb
poques prolongacions que va denorninar
oligodendrocits (Rio Hortega, 192 1 b), i unes
cellules amb caracteristiques propies que
va anomenar micrbglia o microgliocits (Rio
Hortega, 1920a, 1924). Posteriorment, i en
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honor seu, a les cel'lules de microglia s'ha

aplicat tambe el nom de cel•lules d'Hortega.

Els extensor estudis sobre les cel•lules de

microglia que va realitzar Rio Hortega, i que

van continuar alguns dels seus deixebles, es

van basar en ins d'una tecnica especifica

que ell mateix va posar a punt: la tecnica del

carbonat de plata amoniacal (Rio Hortega,

1918). Durant mes de 50 anys, aquesta tecni-

ca, en la seva original i en les multiples

variants, ha estat Tunica eina disponible per

visualitzar aquestes cel•lules glials. La lectu-

ra dels treballs originals de Rio Hortega to

un interes particular, ja que es pot compro-

var, amb sorpresa, que moltes de les obser-

vacions que es fan actualment amb tecni-

ques mes sofisticades i moltes de les hipbte-

sis que es barallen al voltant de les cel•lules

de microglia ja van ser proposades per aquest

investigador fa mes de 70 anys (Rio Hortega

1920h, c, d, e, 1925, 1932; Rio Hortega i Pen-

field, 1927).

T st t.n 1. Principals marcadors proposats per a la detcccio de microglia. R: rata: M: ratol i; L: Ilangardaix; G: guatll a: H: home

Tccnica Especie Microglia Microglia

ramificada reactiva

Referencies

Immunocitoquimica

OX-42 (C3R)

OX-I8 (MHC 1)

OX-6 (MHC II)

W3/25 (CD4)

MUC 101-102

ED2

LCA (CD45)

Fosfotirosina

Queratan sulfat

F4/80

Mac- I

2.4 G2 (FcR)
QHI

EBM- II

CR3/43 (HLA)

LN- I

AMC-30

Ki-MIP

R +

R +

R +

R -+ +

R + +

R - + +

R - + +

R + +

R + +

M + +

M + +

M + +

G + +

H + +

H +

H +

H +

H +

Perry i Gordon, 1987

Finsen et of.. 1993

Hayes et of., 1987

Perry i Gordon. 1987

Gehrmann i Kreutzberg, 1991

Graeber et of., 1989

Morioka et al.. 1992

Tillotson i Wood, 1989

Bertolotto et at., 1993

Perry et of., 1985

Matsumoto et of., 1985

Perry et of., 1985

Cuadros el of., 1992

Esiri i McGee, 1986

Graeber et al., 1994

Miles i Chou, 1988

Cras et of.. 1990

Paulus et of., 1992

Histoquimica en:imatica

NDPasa

NTPasa

5'-Nucleotidasa

PNPasa

Fosfatasa acida

L/R/M/H + +

R/M/H +

R/M/H +

R/M/H +

R/M/H +

Castellano et al., 1991a

Ibrahim et of., 1974

Schoen et al., 1992

Castellano et of., 1990b

Jensen et of., 1994

Histoquimica de lectines

GSA-1B4

ML-I

RCA-1

1,11A

R/M + +

R/H + +

R/H + +

L/R/M + +

Streit i Kreutzberg, 1987

Suzuki et of., 1988

Mannoji et of., 1986

Acarin et of.. 1994
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Si be la tecnica del carbonat de plata
amoniacal de Rio Hortega es un metode
que, en mans expertes, ofereix uns resultats
magnifies, no sempre es facil de reproduir
amb uns resultats acceptables, per aixo, molts
investigadors han desistit en els intents de
marcar la microglia i han preferit 1'estudi
dels astrocits, la demostracio dels quals es
molt mes gratificant. La manca de tecniques
de marcatge alternatives justifica que du-
rant molt de temps hagin quedat sense res-
posta moltes de les questions associades a la
microglia, com el seu origen, el paper que
tenen aquestes cel•lules en els processos de
gliogenesi i neurogenesi, la seva funcio en el
cervell normal i el seu possible paper en els
processos degeneratius i regeneratius.

TECNIQUES DE MARCATGE PER A LA
DEMOSTRACIO DE MICROGLIA

El marcatge selectiu de les cel-lules
microglials no constitueix actualment una
limitacio important per al seu estudi (Cas-
tellano i Gonzalez, 1996b). En aquests mo-
ments s'obtenen excel•lents resultats apli-
cant tecniques immunocitoquimiques basa-
des en 1'6s d'alguns anticossos dirigits con-
tra macrofags (Taula I). Aixi i tot, conve tenir
en compte que la utilitzacio d'aquests anti-
cossos especifics esta restringida a 1'especie
contra la qual estan dirigits. Aixi, per exem-
ple, l'anticos OX-42 que reconeix el receptor
de membrana C3bi en la microglia de la rata
(Perry i Gordon, 1987) no pot ser usat amb
exit en el ratoli o en el cervell huma, ja que
per obtenir resultats similars han d'usar-se
anticossos Mac-1 (Matsumoto et al., 1985; De
Groot et al., 1992), i AMC-30 (Cras et al.,
1990), respectivament. Sobre la nostra expe-
riencia, dos dels millors marcadors micro-
glials que hi ha actualment (Figura 1) son la
tecnica histoquimica per a la demostracio de
1'ectoenzim nucleosid difosfatasa (NDPasa)

(Castellano et al., 1991a) i la tecnica his-
toquimica de la lectina del tomaquet, Li-
copersicum esculentum aglutinina (LEA)
(Acarin et al., 1994). Ambdues tecniques pre-
senten 1'avantatge respecte de les tecniques
immunocitoquimiques de poder-se util itzar
satisfactbriament per a la demostracio de
microglia en diferents especies. La tecnica
de la NDPasa ofereix, d'altra banda, resul-
tats excel. lents sobre mostres hurnanes i tam-
be pot aplicar-se amb exit en estudis sobre
cultius cel•lulars.

TIPUS DE MICROGLIA

L'us de les diferents tecniques de marcat-
ge selectiu en combinacio amb metodes de
microscopia optica i electronica ha permes
la identificacio i caracteritzacio de les cel-
lules de microglia en diferents especies al
llarg de 1'escala filogenetica, i s'ha compro-
vat que aquestes cellules es troben no no-
mes al cervell huma (Kelly et al., 1988;
Fujimoto et al., 1989; Castellano et al., 1990a;
Dickson et a!.,1991) i al de mamifers (Vobrodt
i Wisniewski, 1982; Schnitzer, 1989; Vela et
al., 1995a), sing tambe en aus (Cuadros et al.,
1992), reptils (Castellano et al., 1991b; Plaza-
Perez et al., 1996), peixos (Velasco et al.,
1995), amfibis (Vela et al., 1989) i crustacis
(Castellano et al., 1984). En termes generals,
hi ha certes diferencies morfologiques Juan
es comparen els tipus cel-lulars entre les
especies, si be dins del grup dels vertebrats
la tipologia de les cellules microglials a
1'SNC adult normal obeeix sempre a un pa-
tro de &I-lules ramificades.

D'estudis portats a terme en mamifers i
preferentment en els animals experimentals
mes comuns com son la rata i el ratoli, es
despren que la poblacio microglial es molt
plastica i pot adoptar morfologies molt vari-
ades i diverses. Aixi, durant el desenvolupa-
ment de 1'SNC o tambe despres d'una lesio,
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FIGURA I. A: La tecnica histoquimica de la NDPasa marca especificament les cel'lules de microglia (m). Els vasos sanguinis

(vs) tambe mostren activitat enzimatica. B: Tccnica histoquimica de la lectina del tomaquet per a la demostracio de la

microglia (m). C: La tecnica de la NDPasa pot ser utilitzada per marcar la microglia en estudis de microscupia electronica.

(n): Nucli de la cel lula microglial. Les fletxes indiquen el diposit electrodens, producte de la reaccio enzimatica, al costat

de la membrana citoplasmatica de la cel•lula microglial.
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les cellules de microglia presenten una
morfologia completament diferent a 1'ob-
servada en el cervell adult en condicions
normals. La diversitat de formes que poden
adoptar aquestes cel-lules ha originat una
profusio terminologica per designar-les, so-
bretot en condicions patologiques, fet que
ha contribuit moltes vegades a augmentar la
confusio entre elles. Tot i no existir actua-

Iment un consens per designar els diferents
tipus de microglia, al llarg del capitol, ba-
sant-nos en les tendencies actuals, utilitza-
rem la terminologia seguent:

Microglia ramificada: cellules anome-
nades tambe microglia normal o adulta
(resting microglia) que es troben a les dife-
rents regions de 1'SNC adult normal amb
una morfologia ramificada caracteristica

(Figura 1A, 3D).

Microglia ameboide: poblacio transito-
ria de cel•lules que s'observa durant el des-
envolupament embrionari i primera etapa
postnatal (Figura 3A, B). Compren els subti-
pus microglia ameboide arrodonida i mi-
croglia ameboide pseudopodica. Aquestes

cel•lules estan considerades com les precur-

sores de les formes adultes. En alguns estu-
dis es fa referencia a aquestes c0-lules com a
macrofags cerebrals.

Microglia activada: cel-lules de micro-
glia ramificada que mostren els primers
signes de reactivitat incloent-hi canvis mor-
fologics, expressio de nous antigens i can-
vis metabolics amb sintesi i secrecio d'algu-
nes substancies (Figura 4F, G). El terme de
microglia activada ha d'entendre's com un
estat transitori d'alerta que pot retrocedir o
be desembocar en un grau de reactivitat
superior.

Microglia reactiva: cel•lules procedents

de la transformacio de la micrbglia ramifica-

da despres de ser activades (Figura 4H). Els
fenotips de la microglia reactiva son molt

variats, amb graus de reactivitat i morfolo-
gies diverses: microglia reactiva ameboide o

pseudopbdica, microglia reactiva en basto
(rod cells), microglia reactiva en matoll (bushy
cells), etc.

Microglia fagocitica: estat avancat de re-
activitat microglial que culmina en la trans-
formacio en una cel-lula macrofagica.

Macrofags cerebrals: poblacio heteroge-
nia de cel•lules que s'observa despres d'una
lesib experimental, processos inflamatoris o
en el desenvolupament de certes malalties
neurodegeneratives (Figura 5A). Poden pro-
venir de la infiltracio de novo de monocits

sanguinis o be de la transformacio de eel-
lules de microglia reactiva.

ORIGEN I DIFERENCIACIO DE LA
MICROGLIA EN EL CERVELL

NORMAL

Avui dia, sobre la base d'estudis realit-
zats en diferents especies, s'accepta que la
poblacio de cel-lules microglials, tal com va
suggerir inicialment Rio Hortega (1920d;
1921a) to un origen mesodermic, i es descar-

ta 1'origen neuroepitelial reiteradament pro-

posat per alguns investigadors (Rydberg,

1932; Vaughn i Peters, 1968; Oehmichen,

1982; Kitamura et al., 1984; Hao et al., 1991).

Tot i coincidir en la naturalesa mesod'ermi-
ca, la procedencia dels precursors microglials

sembla ser heterogenia (Figura 2). S'ha pos-
tulat que aquestes cellules precursores po-
den provenir de les meninges (Cammer-
meyer, 1970; Boya et al., 1991), de pericits
(Mori i Leblond, 1969; Baron i Gallego 1972),

de macrofags ventriculars (Sturrock, 1978),

o be a partir de precursors derivats de la

medulla ossia (Hickey i Kimura, 1988), pro-

bablement relacionats amb cel-lules d'estirp

monocitica (Ling, 1979; Ling et al., 1980). Les

investigacions que estem realitzant actual-
ment al nostre laboratori en el cervell de la
rata (Dalmau et al., 1997) donen suport a la
hipotesi a favor de 1'origen monocitic, tal
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Vas sanguini

mlcrdglla ramlflcada micrdglla activada

FIGURA 2. Esquema que resumeix I'origen, la diferenciacio i la reactivitat de les cel•lules de microglia.

com tambe suggereixen investigacions que

s'han portat a terme en altres centres d'in-

vestigaci6 (Imamoto i Leblond, 1978; Ling,

1981; Murabe i Sano, 1982b; Perry et al., 1985,

Ashwell, 1991; Chugani et al., 1991). Segons

les nostres observacions, l'entrada de monb-

cits sanguinis al parenquima nervios es d6na

en les ultimes etapes del desenvolupament

embrionari mitjancant mecanismes de reco-

neixement mediats per molecules d'adhesi6

cel-lulars. Concretament, als ultims dies de

vida intrauterina hi ha expressi6 temporal

del sistema LFA-1 / ICAM-1 (Dalmau et al.,

1996a). Aquest sistema es un conegut meca-

nisme utilitzat pels leucocits en el transit a

traves de l'endoteli vascular per a la migra-

ci6 a 1'interior dels teixits limfoides o a la

resta de teixits en cas d'inflamaci6 (Springer,

1990, 1994). Despres de 1'entrada al paren-

quima nervi6s, els monocits adopten la

morfologia caracteristica de cel•lules ame-

boides (Rio Hortega, 1921a) (Figura 3A, B).

L'intens increment de cel-lules de micro-

glia ameboide observat al cervell durant

1'epoca postnatal inicial no pot atribuir-se,

malgrat tot, a una entrada massiva de pre-

cursors sanguinis sin6 que, mes aviat, es

degut a una intensa proliferaci6 d'aquests

elements un cop han colonitzat el teixit ner-

vi6s. La diferenciacio d'aquestes &I-lules de
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microglia ameboide fins a cel•lules de mi-

crbglia ramificada es un proces que es dona
rapidament durant les dues primeres set-
manes de vida postnatal (Perry et al., 1985;
Dalmau et al., 1992; Wu et al., 1993). Durant
aquest periode, es pot observar com les cel-
lules de microglia ameboide, localitzades
principalment ales arees de substanciablan-
ca, migren envaint les arees de substancia
gris, al mateix temps que els comencen a
creixer unes prolongacions al principi cur-
tes i gruixudes (microglia ameboide pseudo-
podica a la figura 3A) i despres molt mes
llargues i primes (microglia ramificada pri-
mitiva a la figura 3C), que s'internen en les
escletxes del neuropil. Al llarg d'aquest pro-
ces de diferenciacio, les cel•lules de micro-
glia ameboide van perdent algunes caracte-
ristiques diferencials, corn son 1'expressio
de certs enzims (Ling i Wong, 1993). Tambe
s'ha descrit que determinades expressions
antigeniques de les &I-lules de microglia
ameboide pateixen variacions importants
durant aquest proces (Ling et al., 1990; Ling
et al., 1991). Alguns estudis indiquen que no
totes les cel•lules ameboides arriben a dife-
renciar-se en cel•lules de micrbglia ramifica-

da (Imamoto i Leblond, 1978; Wu et al.,
1992), i s'ha avaluat que les dues terceres
parts de la poblacio de c0-lules ameboides
desapareixen (Imamoto i Leblond, 1978),
sense deixar clar si degeneren (Reid et al.,
1992; Gehrmann et al., 1995) o be abandonen
el teixit nervios.

La transformacio de cel•lules ameboides
en microglia ramificada, que espotobservar
sequencialment mitjancant 1'estudi de tails
histologics de diferents edats (Figura 3A-D),
tambe es pot comprovar en estudis in vitro.
La utilitzacio de marcadors microglials es-
pecifics aplicats a explantaments d'hipocamp

en el desenvolupament de la rata (cultius
organotipics), ens ha permes de seguir in

vitro la transformacio d'elements ameboides
fins a microglia ramificada (Castellano et al.,

1991c). Aquest proces de diferenciacio in
vitro es dona en un temps aproximat de 7-14
dies, que correspon al periode de diferencia-
cio observat in vivo. Aquesta mateixa dife-
renciacio de la microglia ameboide en mi-
croglia ramificada pot observar-se tambe
sequencialment en cultius primaris glials
mixtos. Es interessant d'afegir que, segons
indiquen les nostres observacions in vitro, la
diferenciaciodemicrogliaramificadareque-

reix sempre la presencia d'astrocits. Aques-
ta es probablement ]a causa per la qua) en els
denominats cultius ,purs,, d'astrocits, on
sempre hi ha una important poblacio de
cellules microglials contaminants (Caste-
llano et al., 1991a), aquestes c0-lules mos-
tren un aspecte ramificat molt similar a les
observades en tails histologics, mentre que
en cultius purs de microglia (sense la pre-
sencia d'astrocits) les c0-lules que s'obser-
ven son sempre &I-lules arrodonides o amb
molt poques ramificacions (Giulian i Baker,
1989), similars a la microglia ameboide dels
tails histologics.

La diferenciacio microglia) durant 1'eta-
pa postnatal presenta un cert paral-lelisme
amb la diferenciacio astroglial. Estudis de
doble marcatge, utilitzant la LEA corn a
marcador microglial i la GFAP corn a marca-
dor astrocitari, demostren que hi ha una
certa relacio fisica entre les cel•lules de mi-
croglia ameboide i les prolongacions de la
glia radial (precursors astrocitaris) (Dalmau
et al., 1997). S'ha suggerit que la diferencia-
cio de les dues poblacions glials podria estar
relacionada entre si mitjancant contactes
especifics cel•lula-cellula (Benveniste, 1993;
McMillian, 1994). Es coneix, a mes, que els
astrocits alliberen diversos factors que con-
trolen la diferenciacio i la proliferacio de les
cel•lules microglials (Frei et al., 1986;
Suzumura et al., 1991; Ganter et al., 1992).
S'ha establert, d'altra banda, que les &I-lules
de microglia poden secretar interleucina-1
(IL-1) (Giulian et al., 1986; Giulian et al.,
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FIGURA 3. A: Cel-lules de microglia ameboide (ma) del tipus pseudopodiques. marcades amb NDPasa, a I'hipocamp Sun

embri6 de rata. B: Cel-lules de microglia ameboide, marcades amb lectina de tomaquet. al cos call6s de la rata postnatal en

on tall semiprim contrastat amb blau de toluidina. C: Microglia rarnificada primitiva (mrp) a 1'escorca cerebral de la rata

postnatal. D: Microglia ramificada adulta (mr) a I'escorca cerebel-losa del ratoli. (EG): Estrat granul6s: (EM): estrat

molecular.
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FIGURA 4 (pag. 18) A: Formaci6 hipocampica d'una rata adulta que mostra la distribuci6 normal de la microglia a les diferents

regions (CAI, CA3) de l'hipocamp i fascia dentada (FD). B: La lesi6 de I'escorca entorrinal producix una degeneraci6

anterograda dels axons que arriben a I'estrat molecular (mo) de la FD. La reacci6 microglia) queda restringida a aquest estrat.

C: La injecci6 intraventricular d'acid cainic provoca la mort especifica de les neurones de la regio CA I de I'hipocamp. La

reacci6 microglial es restringeix a aquesta regi6 i cs especialment intensa a I'estrat radiatum (ra); (p) estrat de somes

piramidals; (o) estrat oriens. D i E: Nuclis tal'amics d'un animal postnatal de sis dies lesionat mitjancant una injecci6

intracortical de NMDA. Al primer dia postlesi6 (D) es produeix una activaci6 microglial especifica als nuclis anterodorsal

(ad) i laterodorsal (ld), mentre que no s'observa cap reacci6 al nucli anteroventral (av). Dos dies despres (E) s'incrementa la

reactivitat microglial, especificamente als nuclis degenerats. F: Cel•lules de microglia activada a I'escor4a cerebral d'una rata

postnatal lesionada amb NMDA. G: Cellules de microglia activada al talem d'una rata adulta que expressa antigens MHC

classe 11 despres d'una lesi6 cortical per aspiraci6. H: Microglia reactiva al talem d'una rata postnatal que expressa uns nivells

alts de NDPasa.

1988 ), interleucina - 6 (IL-6) (Frei et al., 1989),

factor de necrosi tumoral (TNF(x) ( Righi et

al., 1989 ; Sawada etal.,1989 ) i altres mitogens

(Giulian i Baker, 1985; Giulian et al., 1991)

que poden induir proliferacio i activacio

d'astrocits . Aquestes observacions , en con-

junt, indiquen que hi ha una intima interre-

lacio entre ambdues poblacions durant el

proces de gliogenesi.

DISTRIBUCIO I MORFOLOGIA DE

LES CEL•LULES DE MICROGLIA AL

CERVELL NORMAL

Una vegada complerta la migracio i la

diferenciacio fins a cel • lules ramificades, les

cel'lules de microglia al cervell adult es tro-

ben ampliament distribuides tant a la subs-

tancia blanca com a la substancia gris i co-

breixen amb les seves ramificacions una part

important de 1'entramat nervios . Quantitati-

vament, s'ha estimat que la poblacio

microglial pot representar del 5 al 20 `%, de la

poblacio glial dependent de 1'area cerebral

considerada (Perry i Gordon, 1991 ; Peters et

al., 1991 ). Al cervell huma i de mamifers les

cel •lules de microglia estan presents en totes

les arees estudiades de cervell , cerebel i

medulla espinal . Aixi i tot , la distribucio de

les ce ]• Iules de microglia no es completa-

ment homogenia en totes les localitzacions.

En estudis realitzats en cerebel del ratoli

(Vela et al., 1995), s'ha pogut comprovar que

les cellules de microglia presenten una den-

sitat cellular diferent en cadascuna de les

diferents regions (Figura 3D). La menor den-

sitat de cel•lules, al voltant de 1.400 cel-

lules/mm3, s'observa en 1'estrat molecular

del cortex cerebel-16s, seguides de 1'estrat

granular i la substancia blanca amb valors

aproximats de 3.300 i 4.000 cel•lules/mm3,

respectivament. La major densitat, al vol-

tant de 6.000 cel•lules/mm', s'ha estimat en

els nuclis cerebel'losos, on, curiosament, hi

ha una major vascularitzacio. Estudis ana-

legs demostren que en altres arees del cer-

vell del ratoli amb una vascularitzacio im-

portant, com ara la substancia negra, tambe

s'observa una alta densitat de cel•lules de

microglia (Lawson et al., 1990). Desconei-

xem quip pot ser el significat d'aquesta rela-

cio directa entre el grau de vascularitzacio i

]a densitat de micrbglia, pero cal assenyalar

que aquestes cel'lules poden mantenir algu-

nes vegades una estreta relacio de proximi-

tat amb els vasos sanguinis. Estudis ultra-

estructurals (Lassman et al., 1991) demos-

tren que aproximadament un 4-13 % del

recobriment glial al voltant dels vasos san-

guinis es degut a les prolongacions micro-

glials i no nomes als pens astrocitaris, comes

creia inicialment.

Existeixen poques dades sobre la distri-

bucio de les cel'lules de microglia en les

diferents regions de 1'SNC de vertebrats no

mamifers. En aus, i concretament en guat-

lles, les cel•lules microglials presenten una
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FIGURA 5 (pag. 20) A: Macrofag cerebral ( mac) amb vacdols fagocftics ( f) que contenen material heterogeni . B: Macrofag

cerebral ( mac) reblert de vacuols fagocftics travessant I'endoteli d ' una venula postcapil-lar . Es pot observarcom el citoplasma

de la cel lula endotelial embolcalla completament ( caps de fletxa ) el macrofag ; ( ne): nucli de la cel-lula endotelial. C:

Esquemaque mostra el mecanisme utilitzat pels macrofags perabandonar el teixit nervios . Despres de creuar la lamina basal

( l ). els macrofags son transportats per les cel•lules endotelials fins a la Hum del vas (2-4) i son alliberats (5).

distribucio aparentment homogenia en les

diferents arees estudiades (Cuadros et al.,

1993, 1994 ). Per contra, en reptils, estudis

portats a terme en el telencefal de llangar-

daixos demostren que la seva distribucio es

menys uniforme ( Castellano et al., 19916).

En el cbrtex cerebral d'aquests animals, les

cel-lules de microglia adopten un patro la-

minar de distribucio , concentrant-se en al-

gunes arees, mentre que d'altres queden

totalment Mures . Tot i caldre un estudi mes

exhaustiu , les nostres observacions sugge-

reixen que hi ha una correlacio estreta entre

les arees Mures de micrbglia i la presencia de

camps rics en terminals glutamatergiques.

La major concentracio de cel-lules microglials

correspon , d'altra banda, a aquelles arees on

abunden els terminals serotoninergics.

Aquestes observacions es correlacionen amb

els resultats obtinguts en el cerebel de ratoli

(Vela et al ., 1995a ) perb exigeixen una com-

provacio mitjancant tecniques combinades

de doble marcatge.

Morfol 'ogicament, en condicions normals,

les cel-lules microglials a 1'SNC de reptils,

aus i mamifers ( incloent -hi els humans) pre-

senten sempre una forma ramificada carac-

teristica . Es interessant d'assenyalar que cada

cel•lula de micrbglia abasta amb el conjunt

de les seves ramificacions un espai o volum

de parenquima nervios propi , en el qua] no

solen penetrar les prolongacions de les cel-

lules microglials veines (Castellano et al.,

1991a, 6; Jensen et al., 1994). Tecniques de

doble marcatge demostren que no pot esta-

blir-se una correlacio directa entre el patro

de ramificacio de les cel-lules microglials i el

patro de ramificacio de ]a poblacio astroglial,

si be, a vegades, es pot observar la presencia

de parelles de cel • lules microglia - astroglia

els cossos de les quals es troben en una

estreta aposicio . El significat d'aquestes pa-

relles cel-lulars pot ser unicament circums-

tancial o acomplir una funcio encara no de-

terminada.

Estudisultraestructurals ( Murabe i Sano,

1982a ) demostren que hi ha una estreta rela-

ci.o entre les prolongacions de les cel•lules

microglials i determinats terminals sinap-

tics que embolcallen . Aquestes observaci-

ons es corresponen amb alguns estudis que

demostren que, sota certes condicions de

dany neuronal , les &I-lules de microglia

poden intervenir en el control de la plastici-

tat sinaptica desconnectant les neurones fins

a la seva ulterior recuperacio ( Blizinger i

Kreutzberg, 1968 ; Kreutzberg et al., 1988;

Graeber et al., 1993 ), que permet posterior-

ment el restabliment sinaptic.

HI HA UN RECANVI (TURNOVER) DE

LA POBLACIO MICROGLIAL?

Segons l ' opinio d ' alguns investigadors,

hi ha indicis que suggereixen que les M-

lules de micrbglia es renoven amb una certa

periodicitat, perb , al nostre entendre , aques-

ta es una gtiestio dificil de contestar de for-

ma concloent . En 1'SNC adult de mamifers,

les neurones son cel•lules postmitbtiques

que no retenen generalment la capacitat

prolifera . La neurogenesi postnatal es un

fenomen restringit a determinades l ocalit-

zacions com el bulb olfactori ( Altman, 1969;

Bayer i Altman , 1987 ), la fascia dentada de

1'hipocamp ( Bayer, 1980 ; Bayer i Altman,

1987; Jacobson , 1991) i el cerebel ( Palay i
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Chan-Palay, 1974; Jacobson, 1991). En cer-
vell de mamifers adults, la produccio de
neurones persisteix durant tota la vida en
arees determinades com es la zona sub-ven-
tricular al telencefal (Corotto et al., 1993) i a
1'hipotalam (Seress, 1985). Recentment, tam-
be s'ha demostrat que en aus, i concretament
en canaris, hi ha una neurogenesi periodica

associada al desenvolupament estacional
dels nuclis del cant (Alvarez-Buylla et al.,
1990). Aixi mateix, a 1'escorca cerebral dels
llangardaixos hi ha una neurogenesi perio-
dica (Lopez-Garcia, 1993). Com a contrapar-
tida, les cel•lules de macroglia poden seguir
dividint-se al llarg de tota la vida a totes les
arees de 1'SNC, tot i que els nivells de proli-
feracio en condicions normals son relativa-
ment baixos.

Respecte a les cel•lules de microglia, els
estudis portats a terme en 1'SNC del ratoli
mitjancant la combinacio de tecniques auto-
radiografiques amb timidina tritiada i anti-
cossos F4 / 80 especifics per a microglia de-
mostren que les cel-lules microglials retenen
la seva capacitat mitotica, si be el percentat-

ge de cel-lules doblement marcades es molt
baix (Lawson et al., 1992; Perry i Lawson,
1992). Els nostres estudis en 1'SNC de la rata
utilitzant anticossos especifics per a ]a de-
mostracio de cel•lules proliferes (PCNA) en
combinacio amb marcadors microglials corn
la NDPasa o la lectina del tomaquet, ens
indiquen que el percentatge de cel•lules de
microglia en divisio es molt alt al cervell
postnatal durant les dues primeres setma-
nes, pero que, a partir de la tercera setmana
i al cervell adult, nomes a vegades s'obser-
ven cel•lules de microglia PCNA positives
(Gonzalez de Mingo et al., 1995). Aquestes
observacions indiquen que, en condicions
normals, el grau de proliferacio de les cel-
lules de microglia ramificada es molt baix, i
alguns autors pensen que el possible recanvi
de les cel•lules de microglia s'hauria d'expli-
car en funcio de 1'entrada de nous monbcits

(Lawson et al., 1992), tal com succeeix en
altres organs no limfoides. Recentment, s'han
donat a coneixer (Hickey, 1996) unes obser-
vacions que indiquen que el recanvi de les
&I-lules de microglia al cervell de la rata en
el termini de 60-90 dies, es inferior a I'1 %,
molt per sota del dels macrofags ventricu-
lars (20-40 de les cel•lules perivasculars

(50-60 %) i dels macrofags de les meninges
(50-70 (/o).

Si el recanvi normal de les cel-lules de
microglia al cervell adult es dona mitjancant
1'entrada i diferenciacio de monocits sangui-
nis, aquest fet pot ser de gran importancia
per entendre la patogenesi d'algunes malal-
ties neurals. Concretament, 1'entrada d'al-
guns patogens a 1'SNC (Williams i
Blakemore, 1990) com el virus HIV-1 cau-
sant de la sida, tambe podria ocorrer utilit-
zant els monocits, precursors de les &I-lules
microglials, com a cavalls de Troia (Dickson
et al., 1991).

FUNCIONS DE LES CEL•LULES DE
MICROGLIA AL CERVELL HUMA

Pero, quin es el paper de les cel•lules
microglials? Quina es la funcio o les funci-
ons que acompleixen en 1'entramat nervios?
A la poblacio de cel-lules ameboides obser-
vades durant el desenvolupament se'ls ha
atribuit un paper fagocitic, implicant-les en
1'eliminaci6 de fibres nervioses i &I-lules en
degeneracio (Innocenti et al., 1983a,b; Hume
et al., 1983; Ashwell, 1990, 1991; Ferrer et al.,
1990). Estudis histoquimics i ultra-estructu-

rals revelen, a mes, la presencia d'enzims
hidrolitics, lisosomes i vacCiols de fagocitosi

que suggereixen l'actuacio de la microglia

ameboide com a &I-lula fagocitica (Ling,
1977; Ling et al., 1982; Tseng et al., 1983).
Estudis histoquimics que estem duent a ter-
me utilitzant la tecnica per a la demostracio

de la fragmentacio d'ADN in situ (tecnica de



DI:SI'ETLIA\1 0 , S SI:('KEiS DI I AHCR )GLI1 23

la TUNEL) (Gavrieli et al., 1992; Gold et al.,

1994) per al marcatge d'apoptosi o mort

cellular programada (Willians et al., 1992;

Ferrer et al., 1994, 1995; Vermes i Haanen,

1994), ens demostren que hi ha una associa-

ci6 entre aquestes &I-lules ameboides i cel-

lules nervioses que degeneren de forma na-

tural en el cervell postnatal (Gonzalez de

Mingo et al. 1995). S'ha observat una associ-

aci6 similar en la medulla espinal del mu-

tant desmielinitzat Jimpy, on al llarg de

1'etapa postnatal s'observa una estreta rela-

ci6 entre les cel•lules de micrbglia reactiva

(Vela et al., 1995b) i els oligodendrbcits

apoptotics (Vela et al., 1996). Tot aixo reforca

]a hipotesi que aquestes cellules poden

acomplir transitoriament una funci6 morfo-

genica de forma natural durant aquests pe-

riodes de desenvolupament de 1'SNC. No

obstant aixo, cal incidir que no esta comple-

tament aclarida la questi6 de si aquesta po-

blaci6 de &I-lules ameboides es una pobla-

ci6 homogenia o, per contra, heterogenia

(Castellano i Gonzalez de Mingo, 1996a),

constitufda per elements amb caracteristi-

ques morfologiques similars que inclourien

d'una part, els vertaders precursors de la

microglia (&I-lules predeterminades a dife-

renciar-se en cellules ramificades) i de l'al-

tra, una poblaci6 transitoria de macrofags

que posteriorment desapareixerien (De

Groot et al., 1992; Cuadros et al., 1993; Ling i

Wong, 1993; Richardson et al., 1994).

Al cervell normal adult, la funci6 desen-

volupada per les cellules de microglia rami-

ficada no esta determinada amb certesa

(Perry i Gordon, 1991; Thomas, 1992). So-

vint aquestes &I-lules es consideren ele-

ments inerts (quiescent microglia), Tunica

missi6 de les quals en el cervell normal es

esperar a reaccionar davant d'un proces le-

siu o degeneratiu per transformar-se en ma-

crofags (Jordan i Thomas, 1988; Perry i

Gordon, 1991; Thomas, 1992). La hipotesi

que les cellules de microglia constitueixen

una xarxa d'immunovigil'ancia en el teixit

nervi6s (Graeber i Streit, 1990; Gehrmann et

al., 1995) es un fet acceptat per la major part

d'investigadors basant-se en diferents estu-

dis que demostren que, despres de la seva

activacio, les cel•lules de microglia poden

sintetitzar i alliberar diferents citocines i

factors de creixement (Giulian, 1990;

Benveniste, 1992; Merrill, 1992; Piani et al.,

1994) i actuar com a cellules presentadores

d'antigens que regulen la resposta immuni-

taria (DuBois et al., 1985; Frei et al., 1987;

Suzumura et al., 1987; Matsumoto et al., 1992).

A mes d'aquest important paper que

poden tenir les cellules de microglia com a

cellules immunomoduladores i immuno-

efectores quan son activades, hi ha nombro-

sos indicis que suggereixen que aquestes

cel-lules en el cervell normal estan implica-

des en el control de la concentraci6 extracel-

lular d'alguns neurotransmissors i neuro-

moduladors, i que intervenen, per tant, en la

regulaci6 de 1'activitat sinaptica. Mitjancant

tecniques histoenzimatiques, es demostra

que les cel•lules de microglia presenten el

conjunt d'enzims necessaris per promoure

la degradacio dels fosfoesters d'adenosina i

fosfoesters d'inosina fins a adenosina i ino-

sina, respectivament. Dos d'aquests ecto-

enzims, la ATPasa i la nucleosid difosfatasa

(NDPasa) es troben en la membrana plas-

matica de la microglia ramificada (Sjostrand,

1966; Ibrahim et al., 1974; Vorbrodt i

Wisniewski, 1982; Castellano, 1987). Un al-

tre enzim relacionat amb la degradacio de la

inosina, la nucleosid fosforilasa (PNPasa),

es troba en una localitzaci6 nuclear i intra-

citoplasmatica (Castellano et al., 1990b). En

microglia ameboide i en 1'activa / reactiva es

detecta tambe 1'expressi6 d'activitat 5'-nu-

cleotidasa (Kreutzberg i Barron, 1978;

Kreutzberg et al., 1978; Jensen et al., 1994).

Les cellules de microglia presenten, per tant,

la maquinaria metabolica necessaria per

controlar la concentracio extracel-lular d'ade-
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nosina, inosina i els seus nucleotids corres-
ponents. D ' altra banda, s'ha suggerit que les
cel•lules de microglia son capaces de detec-
tar canvis en la concentracio extracellular
d'aquests components ja que posseeixen re-
ceptors purinergics (Waltz et al., 1993; Neary
et al., 1996 ). Recentment, mitjancantl ' experi-
mentacio in vitro hem demostrat que la po-
blacio microglial tambe respon rapidament
als canvis de la concentracio de nucleotids
ciclics (Dalmau et al., 1996b ). Els nostres
estudis demostren que 1'addici6 de dibutiril
AMP ciclic a cultius glials mixtos d'astrocits
i microglia , a mes d ' induir una diferenciacio
en els astrocits, en correspond 'encia amb
altres estudis (Juurlink i Hertz, 1985; Le
Prince et al., 1991; Bruce et al., 1992), produ-
eix una drastica disminucio ( al voltant del
80 %,) de la poblacio microglial que afecta
principalment les cel-lules de microglia ra-
mificada.

Segons la nostra opinio, la importancia
que to la implicacio de les cel • lules de micro-
glia en el control de la concentracio extracel-
lular de nucleosids i nucleotids encara no ha
estat valorada suficientment . Com recent-
ment s'assenyala en una excellent revisio
(Neary et al., 1996 ), les purines poden desen-
volupar un important paper trofic regulant
la induccio de la diferenciacio cellular i
1'apoptosi, els canvis morfogenetics, 1'esti-
mulaci6 de la sintesi i 1'alliberacio de citocines
i altres factors . Potencialment, les variacions
en la concentracio extracel • lular de nucleo-
sids i nucleotids podrien actuar controlant
els mecanismes de diferenciacio , divisio i
apoptosi de neurones i &I-lules glials.

Son ben coneguts , a traves d ' estudis in
vitro, els efectes trofics promoguts per 1'ade-
nosina o nucleotids ciclics sobre les neuro-
nes, que provoquen un augment del creixe-
ment neural (Munoz et al., 1988; Stone, 1993;
Backus et al., 1994; Neary et al., 1996). S'ha
comprovat que, a mes, els astrocits presen-
ten purinoreceptors P1 per 1'adenosina, i P2

per 1'ATP i 1'ADP, i que aquests compostos
son capacos d'estimular l'activacio astroglial
promovent la seva divisio i 1'increment dels
filaments glials GFAP (Christjanson et al.,
1993; Hindley et al., 1994; Walz et al., 1994;
Neary et al., 1996 ). Els oligodendrocits tam-
be presenten receptors P2 (Neary et al., 1996),
fet que suggereix que els nucleotids poden
actuar tambe com a reguladors endogens
sobre aquesta poblacio glial.

Les &I-lules microglials , a traves del con-
trol de la concentracio de nucleosids en el
medi extracel-lular , poden ser, per tant, els
elements cel • lulars que controlen els proces-
sor de proliferacio , diferenciacio , supervi-
vencia i mort a I'SNC.

REACTIVITAT MICROGLIAL

L'activacio i la reactivitat microglial com-
pren el conjunt de canvis metabolics i feno-

tipics observats a les cel-lules de microglia

ramificada corn a resposta davant d ' un esti-
mul. Aquest estat d'activacio o reactivitat
inicial pot ser transitori i manifestar-se uni-
cament durant un periode curt o be desem-
bocar en graus de reactivitat mes avancats

(Jorgensen et al., 1993 ). En general , les cel-
lules de microglia actives / reactives es ca-
racteritzen morfologicament per una retrac-
cio de les seves prolongacions i engruixi-
ment del cos cellular ( Finsen et al., 1993a;

Jorgensen et al., 1993; Vela et al., 1995b;

Sorensen et al., 1996 ) ( Figura 4F-H). En estats
molt reactius , les &I-lules de microglia es
tornen cel-lules pseudopodiques amb pro-

longacions curtes i gruixudes que poden
recordar les formes ameboides que s'obser-
ven durant 1'epoca embrionaria i postnatal
(Ling, 1981; Ling i Wong, 1993). A vegades,
Iligades sobretot a processos d'hipoxia, les
&I-lules de microglia reactiva adopten for-
mes allargades caracteristiques (Jorgensen
et al., 1993 ), les anomenades cel-lules en bas-
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to de Rio Hortega (1920a). Totes aquestes

formes reactives de micrbglia demostren

caracteristicament un marcat increment de

1'activitat enzimatica relacionada amb el

metabolisme de nuclebsids (Jorgensen et al.,

1993; Jensen et al., 1994). Al mateix temps,

s'observa un increment de la immunoreac-

tivitat per certs antigens (Rinaman, 1991;

Kaur i Ling, 1992; Finsen et al., 1993a, b;

Streit, 1993) i lectines (Acarin et al., 1996a, b,

1997). Les cel•lules de microglia activa / reac-

tiva poden sintetitzar i secretar interleucines

i altres factors, incloent IL-1 (Woodroofe et

al., 1991; Van Dam et al., 1992; Yao et al., 1992;

Yabuuchi etal.,1993), IL-3 (Gebicke-Haerter

et al., 1994), IL-6 (Woodroofe et al., 1991;

Sawada et al., 1992), IL-10 (Altman, 1994),

TNF(x (Hartung et al., 1992), TGF(3 (Morgan

eta!., 1993; Wiessner eta!., 1993; Lehrmann et

al., 1995) i M-CSF (Altman, 1994), que estan

implicats directament en la regulacio del

proces inflamatori o, fins i tot, poden actuar

com a citotoxics (Hopkins i Rothwell, 1995;

Rothwel i Hopkins, 1995). Les cel•lules de

microglia reactives alliberen radicals Iliures

d'oxigen (Colton i Gilbert, 1993; Giulian i

Corpuz, 1993; Giulian i Vaca, 1993; Giulian

et al., 1993b) i bxid nitric (Chao et al., 1992),

particularment despres de ser estimulades

per y-IFN o TNFa (Zielasek et al., 1992). Tant

els radicals Iliures corn 1'6xid nitric poden

exercir efectes nocius sobre el teixit nervios

i promoure la neurodegeneracio (Chao etal.,

1992; Schmidley, 1990). En estat reactiu, la

micrbglia tambe pot expressar antigens del

complex major d'histocompatibilitat (MHC),

de les classes I i II (Finsen et al., 1991; Finsen

et al., 1993a, 17) (Figura 4G), fet que dona

suport a la hipbtesi que poden actuar com a

cel•lules presentadores d'antigens.

En estat de maxima reactivitat les col-lu-

les de micrbglia poden arribar a transformar-

se en macrofags, es a dir, cel•lules especialit-

zades en la fagocitosi i « neteja» de les restes

cel•lulars degenerades (Rio Hortega, 1920e).

QUINS SON ELS FACTORS QUE

INDUEIXEN L'ACTIVACIO

MICROGLIAL?

Per arribar a comprendre el comporta-

ment de la microglia es de vital importancia

determinar quins son els factors que en des-

encadenen 1'activaci6 i els diferents tipus de

resposta. L'alliberacio de factors d'origen

neuronal o glial, l'entrada exogena de se-

nyals associada a una ruptura de la barrera

hematoencefalica, combinacions d'ambdu-

es o, simplement, pertorbacions transitories

de ]a concentracio ionica extracel-lular, po-

drien ser els desencadenants en major o

menor grau de l'activacio microglial.

Corn ja s'ha comentat anteriorment, els

canvis en la concentracio d'adenosina i d'al-

tres nucleotids podrien representar un se-

nyal detectable per a les cel•lules de micrb-

glia. En relacio amb aquesta hipbtesi cal

tenir present que sempre que es produeix un

dany neuronal hi ha una alliberaciO impor-

tant de nucleosids i nucleotids al medi

extracel-lular, especialment d'adenosina

(Stone, 1993; Neary et al., 1996), i probable-

ment d'altres senyals encara no determinate

(Takami et al., 1992; Liu et al., 1994). Els

estudis que des de fa uns ant's estem realit-

zant, que nomes han estat publicats de for-

ma parcial (Castellano et al., 198917), indi-

quen que 1'increment dell nivells extracel-

lulars de tiamina i els seus fosfoesters podri-

en actuar desencadenant 1'activaci6 micro-

glial. Les cel•lules de micrbglia intervenen

directament en la regulacio dels fosfoesters

de tiamina (Castellano, 1987; Castellano et

al., 1988), i presenten a la membrana cito-

plasmatica els enzims encarregats de ]a seva

hidrolisi (Murabe i Sano, 1981; Castellano et

al., 1988, 1989a, b). La injeccio de pirofosfat

de tiamina (PT) en I'estrat piramidal de la

regio CA1 de 1'hipocamp de ]a rata produeix

una rapida activacio de les cel•lules de mi-

crbglia en aquesta regio dins les 24 hores
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seguents. En aquest temps, les cel•lules de
microglia migren cap a l'estrat de somes,
deixen completament despoblats els estrats
radiatum i oriens, tornen a la seva localitza-
cio original a les 48 hores seguents i adopten
novament una morfologia ramificada nor-
mal. Aquests resultats, tot i no ser encara

concloents, ens indiquen que l'alliberacio de
compostos de tiamina d'origen neuronal

podria activar la microglia i promoure la
migracio.

Altres hipbtesis impliquen els astrocits
corn els elements cel-lulars que regulen 1'ac-
tivaci6 de les cel-lules microglials (Ben-
veniste, 1993). Encara que es cert que els
astrocits alliberen factors que poden induir

o regular la proliferacio microglial, la major
part d'estudis portats a terme en models de
lesio experimental demostren que l'activa-
cio astroglial acostuma a ser posterior a 1'ac-
tivaci6 microglial (Dusart, 1991; Marty et al.,
1991; Jorgensen et al., 1993). Els nostres estu-
dis, duts a terme mitjancant diferents tipus

de lesio, incloent-hi la injeccio d'acid cai-
nic (Jorgensen et al., 1993), acid ibotenic
(Gonzalez et al., 1987), isquemia cerebral
(Jorgensen et al., 1993), i lesio per aspiracio
(Yanez et al., 1996a, b), indiquen que 1'activa-
ci6 astroglial avaluada en termer d'expres-
sio de novo de vimentina i increment d'an-
tigenicitat GFAP, acostuma a produir-se amb
un retard de 48 hores respecte als primers
signes que es manifesten en 1'activaci6 de les
c0-lules microglials. Aquests resultats que
concorden amb els proposats per altres au-
tors (Giulian i Corpuz, 1993; Giulian et al.,
1994), indiquen que probablement es la po-
blacio microglial la inductora de t'activacio

astroglial primaria, amb independ'encia de
si la resposta microglial subseguent es mo-
dulada o no pels astrocits reactius. Estudis
realitzats poques hores despres d'haver-se
efectuat una lesio demostren que les cel-
lules microglials reaccionen de forma quasi
immediata (Jensen et al., 1994; Acarin et al.,

1996a) sense que s'observin canvis aprecia-
bles en la poblacio astroglial.

A causa de la complexitat de les interac-
tions moleculars que es donen despres d'una
lesio, es molt probable que l'activacio i la
reactivitat microglial siguin el resultat de les
condicions degeneratives particulars des-
encadenades localment i del balanc entre els
diferents senyals i els factors alliberats

(Hopkins i Rothwell, 1995; Rothwell i Hop-

kins, 1995). Te, per tant, un interes primordi-
al caracteritzar la resposta microglial associ-
ada a diferents tipus de lesions i, en cada cas,
determinar les circumstancies que compor-
ten 1'activaci6 de les cel•lules micro-glials.
En aquest context, actualment estem ana-
litzant la reactivitat microglial associada a
arees de degeneracio primaria i a arees de
degeneracio anterograda i retrograda se-
cund'aria en animals postnatals i adults (Fi-
gura 4). Els resultats parcials obtinguts fins
al moment indiquen que el patro temporal
de reactivitat i proliferacio microglial van

sempre lligats al tipus de degeneracio pro-
moguda i a la susceptibilitat o maduresa de
)'area cerebral afectada (Acarin et al., 1996a,
1997; Yanez et al., 1996a). Els factors impli-
cats en 1'activaci6 microglia) en cadascuna
de les arees son, en aquests moments, el
nostre principal objectiu.

LA MICROGLIA COM A CEL•LULES
FAGOCITIQUES

Despres d'una lesio traumatica o sota
altres condicions neurodegeneratives, el tei-
xit nervios s'observa envait per una extensa

poblacio de macrofags (Figura 5A) que des-
envolupen una extensa funcio de neteja
fagocitant les restes cel-lulars (Adams et al.,
1984). La naturalesa d'aquests macrofags

es discutida, tot i que generalment s'accep-
ta que poden tenir origen en les propies cel-
lules de microglia reactives o derivar de
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1'entrada de monocits sanguinis (Kaur et

al., 1987; Coffey et al., 1990; Milligan et al.,

1991) (Figura 2). Recentment, s'ha descrit

que les cel•lules de micrbglia ameboide du-

rant 1'ontogenia i les &I-lules de microglia

reactiva despres d'una lesio per injeccio

d'acid cainic, alliberen factors quimiotac-

tics corn la trom-bospondina i (3-quimio-

cines que actuen atraient els macrofags

(Chamak et al., 1994, 1995). Tot i els innu-

merables esforcos per trobar marcadors

diferencials, encara no hi ha tecniques que

permetin distingir selectivament entre ma-

crofags derivats de monocits infiltrats i

macrofags que poguessin derivar de cel.lu-

les microglials reactives. En diversos estu-

dis s'ha pogut comprovar que en aquelles

lesions experimentals que impliquen la rup-

tura de la barrera hematoencefalica i el

trencament de vasos sanguinis, els macro-

fags cerebrals (en aquest cas probablement

derivats de la sang) realitzen una rapida i

eficient accio de neteja de les zones danya-

des (Kaur et al., 1987; Milligan et al., 1991;

Perry i Gordon, 1991; Finsen et al., 1996).

Tanmateix, en altres tipus de lesions, corn

en models d'hipoxia-isquemia en que no es

produeix una inflamaci6 del teixit, els ele-

ments cel-lulars degenerats poden perdurar

durant molt de temps sense ser fagocitats,

tot i haver-hi una intensa reactivitat mi-

croglial (Finsen et al., 1996). Aquestes obser-

vacions podrien gUestionar la intensa capa-

citat fagocitica que normalment s'atribueix

a les &I-lules microglials. En aquest sentit,

alguns estudis indiquen que, en determina-

des circumstancies, son els astrocits els qui

actuen corn a cel•lules fagocitiques (Vaughn

i Pease, 1970; Kusaka et al. 1986). Recent-

ment, s'ha pogut comprovar que 1'extensa

degeneracio neuronal promoguda en el cor-

tex cerebral de Podarcis despres de la injecci6

intraperitoneal de 3-acetil-piridina compor-

ta una rapida accio fagocitica de les rester

neuronals, que no es realitzada per les cel-

Jules de micrbglia sing per &I-lules epen-

dimaries (Lopez-Garcia et al., 1994). Tambe

en amfibis s'ha comprovat que 1'eliminaci6

d'axons degenerats es realitzada per cel-lu-

les de 1'estirp ependimoastroglial, sense la

intervenci6 de les cel•lules de microglia (Tur-

ner i Singer, 1975; Steensaas, 1983; Zammit

et al., 1993).

EL DESTI DELS MACROFAGS

CEREBRALS

Independentment de quina sigui la seva

proced'encia, hi ha questions relacionades

amb els macrofags cerebrals encara no re-

soltes: Quin es el seu desti? Reverteixen en

cellules de microglia ramificada? Degene-

ren o be abandonen el teixit nervi6s? Fins

ara, no s'ha pogut donar una resposta defi-

nitiva a aquests interrogants. De fet, les

mateixes preguntes es poden plantejar amb

relaci6 a la poblacio ameboide present al

cervell postnatal. Corn ja s'ha comentat an-

teriorment, nomes una tercera part d'aques-

ta poblacio de cellules ameboides es dife-

rencia en cellules de microglia ramificada

sense que quedi clar quin es el desti final de

la resta de la poblacio. Atenent observaci-

ons recents, no publicades fins ara, hem

pogut constatar que hi ha dos periodes en

I'escorca cerebral de la rata, corresponents

al desenvolupament embrionari (E16-E18)

i a la primera setmana postnatal (P5-P7), on

es poden observar de forma ocasional la

presencia d'acumulacio de cellules fago-

citiques al voltant d'alguns vasos sangui-

nis, fet que suggereix que aquesta podria

ser la via de sortida d'aquestes cel•lules. En

correspond'encia amb aquestes observaci-

ons, en lesions experimentals realitzades a

1'escorca cerebral de guatlles adultes mit-

jancant la focalitzacio d'un laser d'Argo

(Gonzalez et al., 1985; 1988), s'ha pogut

comprovar que, despres de la intensa fago-
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citosi duta a terme al voltant de la lesio
primaria, els macrofags cerebrals s'acumu-
len prop d'alguns vasos sanguinis, concre-
tament de venules post-capil-lars. L'estudi
detallat d'aquestes arees mitjancant micro-
scopia electronica demostra un intens tran-
sit cellular a traves de 1'endoteli vascular
(Figura 5B). Inicialment, els macrofags car-
regats de cossos densos i vacuols fagocitics
s'acumulen a 1'espai peri-vascular i, a con-
tinuacio, travessen la lamina basal i entren
en contacte directe amb les cellules endo-
telials. En aquesta localitzacio, els macro-
fags son englobats pel citoplasma de les
cellules endotelials i son transportats fins a
la hum del vas. Aquest mecanisme de tran-
sit cellular a traves de venules postcapil•lars
(Figura 5C), que to certa homologia amb el
que s'ha descrit en altres organs, requereix
ser corroborat a 1'SNC de mamifers. En
estudis d'hipoxia-isquemia realitzats en
hipocamp de rata (Jorgensen et al., 1993),
no hem pogut observar fins ara imatges
similars que indiquin que aquest proces es
porti a terme en aquests animals, pero hem
pogut comprovar, en canvi, amb microsco-
pia electronica, la presencia de macrofags
amb cromatina condensada susceptibles de
degeneracio (Finsen et al., 1996). De fet,
alguns investigadors assenyalen el meca-
nisme d'apoptosi com una possible via d'eli-
minacio d'aquestes cellules (Reid et al.,
1993; Gehrmann i Banati, 1995).

NEUROPROTECCIO 0
CITOTOXICITAT?

A mes del possible paper corn a cellules
fagocitiques, resulta dificil establir clarament

quina es la implicacio de les cellules micro-
glials en les processos degeneratius i rege-
neratius de l'SNC. Sobre la base de les dades
publicades a ]a bibliografia, les cellules de
microglia poden tenir un doble paper a fa-

vor o en detriment de la integritat del teixit
nervios (Mallat i Chamak, 1994, Chao et al.,
1995; Acarin et al., 1996a). Resulta significa-
tiu que, quan es compara la funcio de les
cellules de microglia amb la desenvolupa-
da pels astrocits, es tendeixi a presentar les
cellules microglials corn a elements cito-
toxics capacos d'induir la mort neuronal, en
contraposicio amb el paper neuroprotector
que desenvolupa 1'astr6glia. Aquesta funcio
de neuroproteccio assignada als astrocits es
basa en la capacitat que presenten aquestes
cellules d'alliberar factors neurotrofics
(Muller at al., 1995), mentre que les cellules
de microglia poden secretar glutamat (Piani
et al., 1991; Streit, 1993); oxid nitric (Chao et
al., 1992; Murphy et al., 1993); metabolits de
l'acid araquidbnic (Hartung at al., 1992) in-
cloent-hi leucotriens (Matsuo at al., 1995),
prostaglandines (Matsuo et al., 1995) i trom-
boxans (Giulian i Corpuz, 1993); proteases
(Nakijama i Kohsaka, 1993); especies d'oxi-
gen reactives (Colton i Gilbert, 1993; Giulian
i Corpuz, 1993), i altres factors (Piani et al.,
1992; Giulian et al., 1993a, b) que, de manera
directa o indirecta, poden induir la mort
neuronal.

Pero tambe s'ha de tenir present que
algunes de les substancies sintetitzades i
alliberades per les cellules de microglia
poden, en funcio de la seva concentracio,
actuar com a factors neurotrofics. S'ha de-
mostrat la capacitat de secrecio del factor
basic de creixement dels fibroblasts (bFGF)
per les cellules de microglia tant en experi-
mentacio in vitro (Nakajima i Kohsaka, 1993)
com in vivo despres d'una lesio (Frautschy
at al., 1991). El tractament amb bFGF incre-
menta la resistencia de les neurones en-
front de l'agressio produida per excitotoxics
(Mattson i Rychlick, 1990; Nozaki et al.,
1993) i indueix proliferacio astrocitaria i
angio-genesi (Gomez-Pinilla at al., 1992;
Rothwell i Relton, 1993). Despres de diver-
sos tipus de lesions, les cellules de micro-



glia produeixen el factor de creixement

transformant (TGF-(3) que podria tenir un

paper neuro-protector sobre el teixit nervi-

os, tal com es despren d'articles de revisio

recents en que s'atribueix a aquesta subs-

tancia un paper fonamental en la regulacio

del dany tissular, promovent els processor

regeneratius (Rothwell i Relton, 1993;

Rothwell i Hopkins, 1995). Estudis in vitro

demostren tambe que les cel-lules de mi-

croglia poden produir neurotrofines com

la NT-3, que esta implicada en la diferenci-

acio neuronal i actua com un factor de

supervivencia per a determinades poblaci-

ons neuronals (Rodriguez-Tebar et al.,1992;

De la Rosa et al., 1994).

Actualment, es dificil concloure si les

cel•lules microglials tenen un paper neuro-

protector o neurotoxic i es necessari per tant

el disseny de mes estudis experimentals que

ajudin a desvetllar el paper desenvolupat

per aquestes cel-lules a 1'SNC.
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