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PROLOGO

En wl prezsents trabajo hemos tenido la coportunidad de
conjuntar dos mcxielos experimentales, los cuales., por siI mismos,
han dado lugar a una gran cantidad de caonocimientos y conceptos
nuy importantes en Neurcoclencias: por un lado, el =sizstema
nigro-estriatal, gque esta involucrado en el control des l1a
integracidén motora, asi comc on procesas de apcrendizaje y menoria;
Y por otro lada, los transplantes de tejido neural, gue hoy en dia
han resultade ser herranientas Gtiles en el estudic de la
dlror-nc.iag.lm. funcichamiento y plasticidad del =mistema nervioso
central.

Ez azsi.que #l ocbjetivo central de este trabajo radica en el
estudico de los sfectos de los transplantes de tejido cersbral
feotal en la recuperacién de las conductas sctora y de aprendizaje
de ratas con lesiones hilaterales slectraliticas del estriado.

Para abordar wl trabajo experismental, hemcs dividido 1la
presente tesis de manera que = cuenta con una seccldn
introductoria en donde se plantean brevemente los aspectos mis
r-lrva.nt.-s can respecto a la anatomia y funcidn del necestriado, y
a su particlipacidn en el contral motor y de otraszs fupciones de
gran complejidad, comc lo san el .-prm:uznji Y la memcria. En-
seguida, = ha intentado elaborar una descripcidn escueta sobre la

técnica de los tranplantes cerebrales y s3u participacidn en el



estudic del funcionamiento del sistema nervicso central. Asimismo,
se incluye una seccidn del estudio de los tranplantes al estriado.

La seccién experimental da inicio can un articulo que incluywe
la mayor parte del trabajo eslaborado durante la maestria,que
copprends los estudios sobre el papel de los transplantes de
sustancia nigra y del -’strlado fetales, on 1la recuperacién de la
actividad motora y el aprendizaje, respectivamente. En smegundo
términoc se encuentran los experimentos sobre transplantes
heterotépicos de corteza frontal fetal. Esta seccidn termina con
el estudic del marcaje de células de tejido neural paor medio de
virus sendal.

Finalmente se encuentra la seccién de discusidn general, en
dmd.. so intenta englobar los aspectos relevantes de los trabajos
desarrollados, con especial énfasis en los resul tados obtenides de

las cbservacicnes caon los transplantes.
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INTRODUCCION

EL NECESTRIADO

El términe Ganglicos Basales 3¢ refiere a grandes naclecs

subcorticales, derivades del cersbro antericor. Anatdmicamente

wstan constituidos por dos componentes princlpales: 13 El cuerpo
estriade, cuya funcidm ha sido ascciada a la regulacidn de la
actividad y cmpartami‘-nt.u motor.y 2)el complejo amigdalino,
ascciado al sistema limbico CHerrera-Marschitz, 18880, Asimisno
algumos autores incluyen al niclesoe subtaléimico y a la sustancia

nigra coms coaponsntes de los ganglios basales CNauta y Domesick,
1984>.

El cuerpco estriade cousprendes tres nacieox denominados
caudado, putamen y glcbus pallidus (o nGclec lentiforme, que a sSu
vez incluye el fundus striati, el septc del niclec accumbens, el

tubdculeo clfatorio y la sustancia innondinada o ntcleo bazalls de

Maynertd>. En lcs mamiferos, el nGeleo caudadoe ¥y el putamen

conforman una porcidn telencefalica denominada necestriado, ol
cual canstituye la mayor entrada de fibras aferentes al cuerpo

estriado, mientraz que 1 globus pallidus, también 1l1llamado
palscestriado, contribuys con la mayor parte de las f.l.bras
eferentes. En los carnivoros y en los primates la capsula interna
forma un conjunto de fibras que separa al caudado del putamen. En
los mamiferos mis pequefios, tales como los roedores, ol caudado y

el putamen forman una scla entidad, la cual es atravezada por
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fibras dispersas de la cipsula interna. Asi pues, el términoc
estriado, engloba, on ostas especies n anbas ndcl sas
CHerrera—-Narschitz, 1988, siendo este »1 contexto en el que, el
término estriado, seré empleado en ol presente trabajo y como
sintnimc de necestriado.

El cuerpo estriado ha sido considerado como @1 componente
principal del Sistema Extrapiramicdal, concepto, qub aAgQT UPR
aquellas estructuras relacionadas con la integracidn motara, y que
incluyen al sstriado, al naclesc subtalémnico, al nicleo
interstitialis, al niclec rojo, la sustancia nigra, parte del
talame y cde la formacidn reticular del tallo cerebral. Cver frig.
1>CGraybiel y Ragsdale, 19830. Las funciches de estas sstructuras
han sido inferidas con basze eon estudios de una gran variedad de
sindromes clinicos CWilgon, 19143. De hecho, las anormalidades de
loz gangliocs basales han sido asociadas por lo menos con 4
sindromes clinicos mayores: la Enfermedad de Parkinson, la Corea
de Huntington, la Ezquizefrenia y la Enfermedad de Alzheimer
CMarsden, 1882; Coyle et al. .'1933; Coyle y Schwarcz, 10790 D,

El progresc significativo on ol conccimiento de 1a
organizaclidén morfoldgica y funcional de los ganglios basales fue
infciado por la demostracidn 'y mapec de las vias moncaminérgicas
Canden ot al., 1084; Fuxe, 1009,1077; Ungerstedt, 107ia >. asi
como por el descubrimiento y la descripcidn de nsurotosinas
eospecificas como la B-hidroxidopamina C(SOHDAY CMNalmfors y Sachs,
1088; Ungerstedt, 1988, 197100, del idcido kainico CAKD CCoyle y
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Shwarcz,1978; NcGeer y MNcGeer, 187802 y desl &cido iboténico CAIB
CWieland, 1988, Johnston ot al.. Shwarcz,1978), AsS 1la
clasificacién estricta de las células nervicsas dentro de estos
noclecs, con base on criterios anatdmicos, se pusden complementar
can una clasificacidn basada en criteriocs neurcquimicos, los
cuales definen con mayor exactitud lazs caracteristicas de los
slepentos histoldgicos, que conforman dichas vias. De igual forma,
®l descubrimiento de las n-urnthln.s sspecificas, ha hecho
posiblie o1 desarrcllio de modelos experimentales que han puesto de
manifiesto las relaciones funcicnales existentes entre vias
neurcnales y sus neurcotranspiscres, con sindrooes especificoes del
comportamiento. (Herrera-Marschitz, 1980,

En 1a figura 2, s¢ mjestira el diagrama que resume tanto las
vias aferentes como eferentes del estriado. Como mencionamos, el
estriado constituyw 'la principal puerta de entrada de vias a los
ganglics basa.l-s;' recibe conexionss aferentes de la pars comoacta
de la sustancia nigra, del &rea ventral tegmental, de la corteza
sensomotora ¥ del ndcleo intralaminar del t&lame. Asimismo algunas
aferentes parscen provenir de la amigdala, del niclec del rafe
dorsal.del cerebro medio y del locus coeruleus. En contraste, las
conexicnes eferentes del estriado se estahlecen *xXCl ust varante
por arxxnes mielinizados delgados que pasan en forma medial
desde su origen CHaces en LaApizdCWilson,.iWid4d, y que caonvergen
on @l globus pallidus. Segdin los estuwdicos de Nauta y Douvvisick

CloB4d, ostos haces pasan atravis de las fsreas lateral ¥y riedial
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del glcbus pallidus ¥y continGan extendiéndose a travis del
- phlido hasta la sustancia nigra, pars reticulata y el ndcleo
entopeduncul ar.

Finalmente, el estiriado de la rata puede dividirse en ad> la
regidn wventromedial que recibe la alferentes del sistema limbico,
que incluye al nocleo accumbens y bO la regidn darsclateral “no
limbica” que recibe las principales aferentes de la corteza

motora. CNauta y Domesick, 19843,



FIGURA 1

Diagrama que representa varios de los conponentes del sistema
Extrapiranicdal de 106 mamiferos. ndclec caudado C(Cdd; putamen
CPUL); globus pallidusCGP); sustancia nigra pars compacta CSNOD;
sustancia nigra pars reticulata CSNR):; #é&rea wventral tegmental
CVIAY; nGclec parafascicular del talamo C(Pr); subtilame (St
nikleo acumbens CAc): nidclec basal de la estria termialis (Bstd;
sustancia innomainada CSIDY; nicleoc intersticial de Cajal CInCD;
niciec magnocelular del nGclec rojo CRM; rafe CRY; nGolee ventral
anteriar CVAD; ntcleo ventral lateral C(VLD; nacleo centromedial
del tslamc CCHD; nOclec ventromedial del hipotalamo Cvmh); nGcleo
linearis del rafe CLC; mddula espinal (SC; oliva inferior CIOD;
zona incerta Czid. Modificado de Herrera-Marschitz, 1086,






FIGURA 2

Esquema que representa las vias aferentes y ofersntes de los
Ganglios basales. CNodificado de CAté y Crutcher, 10820,
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ElL ESTRIADO EN LA INTEGRACION NOTORA

La inysccién de O-CHDA en &reas gue contienen terminales o
cuerpes celulares moncamindrgicos, produce una degeneracidn
sslectiva y localizada de las neurcnas noradrenérgicas y
dopaminérgicas, CUngerstedt, 1988,19871iad, El sistema dopamindrgico
nigrosstriatal ox particul arsente sensible a la B-CHDA
CUngerstedt, 1871a>. Las inyeccianes bilaterales de B-OHDA eon la
sustancia nigra o en los axones ascendentes del sistemn
dopami nérgico nigro-estriatal, producen una disminucidén de la
fiucrescencia para DA en las terminales nervicsas del cuerpo
estriado; oste fendawno s ve acoppafiade por un sindrooe
conductual, caracterizade por acinecia, pérdida del comportamiento
de exploracidn, dificultad para inficiar actividad, adipsia ¥y
afagia C(Ungerstedt, 187ib0. El desarrollo de estos sintomas se
carrelaciona, en gran medida, con la extensidn de la degeneracidén
del s.ist..na_ dopaminérgico nigro-estriatal, y pueden ser revertidos
mediante la aplicacidn de agonistas de la DA (Ljungberg ¥y
Ungerstedt, 19700. Estos experimentos apoyan la idea de gque el
sistena dopamindrgico del esatriado estas involucradoe en el cmtl_'ol
del coaportamiento motor # inclusive en la integracidn sensosotora
< on la generacidn de estiouios necesaricos para el desempeflo de un
determinado nimerce de actividades. CHerrera-MNarschitz, 19783,

Dadas lam caracteristicas de ia via dopami nérgica

nigrosstriatal Cmonosiniptica e ipsilaterald CAnden ot al..,.l1984;



Ungerstedt, 1W71ad, este sistema constituye un sxcelente modeleo
para el estudic de las alteracicones funcionales causadas por l1a
disminucién o aumento de la neurctransmisidn de Ja DA, De esta
manera, la dominancia unilateral de la transmisicén de DA da por
resultado una asimetria en postura y movimiento de los sujetos
lesionados CAnden et: al. ,1957. Esta asimetria también ex
producida por la disminucidén o el ausento de la actividad
unilateral de una de las vias dopamindrgicas nigro-estriatales
CAnden,1087; Ungerstedt y Arbuthnott, 18700, Asi. la direccidn de
la asimetria refleja cual es lavia doninante.

La predictibilidad de este modelo s complica por el hecho de
que Jlas lesicones gque Iimpiden de manera selectiva el buen
funcionamiento de las neurconas dopamindrgicas, producen un aumento
de x'- seonsibilidad a ia DA por parte de los receptores
localizados en el &rea afectada CAnden et al., 1987; Ungerstedt,
197ib0. Ungerstedt et al., (1870:1071a.b y 1681i). demostiraron que
deapuds de la denervacidén unilateral dopamindrgica con BCHDA, las
rataz desarrollan una desviacidn de postura ipstlateral a 1la
dener vacidn, acompaliada de falta de atencidén a la estimulacidn que
provienes del campo sensorial contralateral. Esta alteracidn
postural puwde transformarse en un fuerte comportamisntco de gire
ipsilaleral por administracién de anfetamina. El efecto de este
farmaco ha sido asociado a la estimulacién de la liberacidn de DA
on las terminales n.r\dasn; del lado intacto C(Fuxe y Ungerstedt,

1970; Ungerstedt y Arbuthnott, 1970>. Sin embarge las mismaz ratas
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rotan en direccién cpussta, giro coniralaleral, cuandoc sSe les
administra algin agonista dopamindrgice, camc la apoworfina
CErnst, 1887;: Anden et al., 108567)>. El efecto de la apomorfina eos
interpretado como una acclidn preferents sobre los receplores
postsinipticos de la DA, localizados on ol lado denervado, el cual
esta hipersenzsibilizado por la accidn de l1a B8-0HDA CUngerstedt,
1971pd. Estos hallazgos han dade lugar al desarrcllo de un modelo
axperimental en el cual el comportamienteo de las ratas pusde
relacionarse directamente con eventos pre o postsinipticos, gque
involucran un neurotransmisor particular, Asi, la direccidn del
giroe producido por la administracidn de farmacos en ratas
dener vadas por B-0OHDA, correspande a un mecanismo de accidn en la
sinhpsis dopaminérgica (fig. 3D, El giro ipsilateral es producido
por un incremento en la cmc.ntl.-acién de DA en la hendidura
sinAptica del lade intacto, ceme consecusncia, probablemente, de
l1a estimuliacidén de la liberacién de DA, por inhibicién de la
actividad de las enzimas de degradacidn o del bloquec del
mecanismc de recaptura de DA. En contraparte, la rotacién
contralateral es debida a rtirncc- que sstimulan directamente los
receptores dopaminérgicos de) lado denervado,

Por otro lado, este modelo ha sido empleoado para el estudio
experimental de la enfermedad de Parkinson, la cual se caracteriza
por tremcor en reposo, rigidez, bradicinecia e l.inp-d.l-rnt.o de
alguncs reflejos de la postura; aungque la pérdida de células puede

obServarse on varics nicleos cersbrales Cnoclecs del rafe, locus
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cotruleus ¥y naclec motor del vagod C(Scattan, ot al.,19830, la
degeneraclén neurcnal de ssta enfersedad, se ubica principalmente
on la pars compacta de Jla sustancia nigra (Bernheimer et al.,
190730, inciusive hay ;vldom:.l.a de que la mayor parte de 1a
sintomatalogia de esta enfermedad, s relaciona de manera
especifica con la pérdida de estas neurciias y a consecusncia de l1la
degeneracidn de 1a inervacidn dopami nérgica del estriado
CBernheimer ot al., 19750, De hecho la aduninistracion sistémica de
farmacos agonistas de la DA y precurscres de la misma como la
L-DOPA, tienen efectos terapduticos bendficos, lo gque sugiere que
la inervacidn dopamindérgica del oztriado pusdiera eostar
funcionalmente Iintegra CFreed, 1080a).

Otro sindrooe que frecuentements se asocia al mal
funcionanl ento de la via dopaminérgica nigro-sstriatal es la
snfermedad de Huntington. Esta enfermedad hereditaria Cautosdmica
dominanted, s caracteriza por movinl entos coreiformes
invaluntarios y demencia progresiva. Las ancrmalidades
morfoldédgicas mayores se esncuentran en el necestriado y consisten
bisicamente en Jla pérdida de neurcnas y astrogliosis CBruyn,
19780, El defectc bioquimico que resulta de la destruccidn
seolectiva ;- neuronas, atdn no ha sido bien determtnado, aunque se
le amsocia con la reduccidn de callm—ac.bll-trinsrorasa vy de la
descarbocodlasa glutimica C(Heindel ot al.. 19880, ademis de la
alteracidn de las vias dopamindrgicas. Se conoce la sxistencia de

un circuite gqus se establece entre la sustancia nigra y el

i2



estriado CFig. 45; la deficiencia de algunc de sus componentes ya
sea la via dopaminérgica nigro-sstriatal, las internesurchas
celinérgicas (-} las vias gabadrgicas estriato-nigral y
estriato-pallidal, crea un desajuste sn su integracidn funcional.
Se propone entonces que las células dopamindrgicas de la sustancia
nigra se desinhiben debido a que existen deficiencias en la accldn
de las neuronas gabadrgicas inhibitorias; si la dopamina actda en
forma excitatoria sobre laz neurcnas estriatales (lo cual, adn
esta en d.lscu:.lén).. entonces la desinhibicidén puede producir
excitacidn excesiva de las neuranas estriatales ﬁuo atn subsistan,
dando por resultadeo una entrada excesiva de sefiales desde el
globus pallidus hacia el télame, lo que podria producir Jlos
movimientcs corelicas carasteristicos de 1la enfermedad de
Huntington; incluso, la administracidn cde -DOPA a sstos paclientess
acentGa la s=intomatologia motora. Asimismo;, la adminpistracidn
excesiva de L-DOPA en pacientes con enfermedad de Parkinson,
producen movimientos involuntarios coreiformpes,; atetdsicos y
distdnicos. Azl pues, la disfuncidn del circuito descritc puede
c-us—ar movimientos involuntarios, que en la mayor paft. de los
casos, xe atribuyen a la accidn de la dopamina Cexcitatoria o

inhibitoriad CCoté y Crutcher, 19080,
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FIGURA 3
Dlagrama que representa una sinapsis dopaminérgica C(Segan
Ungerstedt. ot al., 1981,
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. ' FIGURA &
Esquena representative de la relaciédn entre las vias

estriatales aforgnt.os Y eferentes, con los neurctransmisores
invalucrados. CTomado de CoOté y Crutcher, 1808%0,
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EL ESTRIADO EN PROCESCS DE APRENDIZAJE Y MEMORIA

Fl estriado interviene en diversos procesos de integracidn
naural ; en un principieo, =e considerd que intervenia
exclusi vamente en . funciones de regulacidén del movimiento, sin
enbargo, diversos auvtores han reportado que adenis eosta
involucrado en procesoz de aprendizaje y memoria, inclusive se ha
postulado gque el necestriade juega un papel importante en la
adquisician y w1 mantenimiente de respuestas condicionadas
aprendidas, por lo sencs aquellas en las cuales es impartante la
actividad motara C(Prado-Alcals,198%. Estas aseveraciones han
sido establecidas debido a l1a elaboracidn de una gran variedad de
oxperimentos, asi por ejemplo, s® ha demostrade que las lesiones
mecinicas, slectroliticas CGlick #t al, 1973; Winocur, 10742 o por
1a Anyeccidn local de anestésicos, cloruro de potasio
CPrado-Alcals ort al., 1973,19800 o neurctcodnas C(Sanberg et al.,
18780 en ol ntclec caudado producen un marcadc JAimpedimento
on la consclidacién y recuperacién de asociaciones aprendidas

instrusentalments.COberg y Divac., 1979:PermGdez Rattoni et at,
19800 .

En los paradigmas de prevencidén tanto activa como pasiva, se
involucra un component® clasicasente condicionado, el stress. En

el casc de la prevencidn activa, el animal necesita “hacer algo"
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para evitar una condiclidn nociva, mientras que en la prevencidn
pasiva, necesita "“no hacer™ para evitarlo. ttilizando estos
paradignas, Vyers ot al. ., denastraron, on 1008, que la
estimul acidn eléctrica bilateral del estriadoc provoca una
interferencia en el aprendizaje de prevenciédn pasiva. S5in embargo,
lazs ratas con lesicones on el cuerpo estriado ejecutan tarsas de
discriminacién luz-cbscuridad, sin dificultad, esto dGltimo,
probablensnte o3 debido a que la respuessta adquirida no se opone
& otra previamente aprendida CKirkby, 10800, Winccur Ci1974D,
oncontré que exists una hetercgensidad funcicnal en ol nGclec
caudadc, ya que lcs animales con lesicnes on la porcidn
Apuct.rov.ntrnl. © bien, en la porcién antercodorsal, presentan
deficienclias en el aprendizaje de pr.vinc.tén activa o pasiva
respectivamente, y propone que las porcicnes posterior y ventral
ostin involucradaz en la corientacidén espacial, mientras que las
porciones anterior y dorsal pusden diferenciarse por sy

participacién en el contral inhibidor de diversos tipos de

conductas,

Otros experimentos han dado la clave de los posibliss eventos
neuroquimicos que se producen en @1 niclec quUe NOE oCupa, Y qUue
tienen que ver con el establecimiento del aprendizaje, asi por
ejemplo, ol bloguec colindrgico del nicleo caudado induce un
ostado de amnesia retrégrada poco después del entrenamiento en
la prevencidn pasiva CPradd-Alca.la. et ol., 1977, 1G84; Haycock et

al., 1973. La annesia también puede producirse cuando
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blogqueadores ccolindrgicos come la atropina © escopolamina =Ee
aplican al estriado de animales que han sido entrenados en wma
tarea de prevencidn activa. Por otro lado, la estimulacidn de los
receptores de acetilceolina en este niGclec producen un incremsnto
oh la retencidén de diversas tareas instrumentales CFernidndez et

al., 1977,

Come ya hemos menciocnado, la actividad colinérgica del
ostriado esti mediada por internsuronas CButcher y Butcher, 1874>,
funcionalmente conectadas a neuronas aferentes dopaminérgicas y a
neuranas eferentes intrinsecas gabadrgicas (Coté y Crutcher,1869.
Entonces se pusde sSperar que estas neuronas puedan contribuir al
establecimiento de la memoria, ya que los cambios on su actividad
quimica .pu.d.n llevar a cabo cambicos en la actividad de
internreuronas caolinérgicas. De hecho, s ha postulado que pusde
haber modificacicnes en la memcoria debidas al desbalance en 1a
actividad del sistema nigro-estriatal, producido por lasz
altoraciaones de la actividad de cualquiera de sus componentes.

Como hemcs dicho, las lesiones de la via dopaminérgica
nigro-estriatal, que afectan la actividad msotora, ban sido
relacionadas directamsnte con la enfermsedad de Parkinson; ademis,
algunos de los sintomas de la corea de Huntington, como la
hiperactividad, pusden atribuirse a una disfuncidn de ios
neurctransmiscres del estriade CDivac ot al., 19780, Asimismo, se
han sncontrado seriocs defectos en la adquisiciédn en la hablilidad

motora Caprendizaje> en pacientes caon las enferaoedades de
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Parkinson y Huntington CHeindel, et al., 1988), que al parecer no

ostan directasente relacionados con la disfuncidén motora.



TRANSPLANTES DE TEJIDO CEREBRAL

fasta hace alguncs afios, se consideraba que el sistema
nervicse central (SNC de los mamniferos era una estructura
ostitica; se pensaba dque las neurcnaz dalNadas sran incapaces de
voalver a crecer o de llevar a cabe camhblos estructurales
significativos como para reestablecer su funcidn. Si se cbservaban
signos de recuperacidén despuéds de un dafic al cerebro, se atribuia
i la capacidad del tejido de desarrollar hipersensibilidad o de
utilizar vias alternas CTeuber, 1074>, Hoy en dia, o= aparsnte gque

®l SNC puede desarrcollar prrocescs gque promueven la recuperacldn

funcional después cel dalo al sistema; por ejemploc en respussta a
ia denervacidn, las fibras no daladas son capaces de producir
rebrotes aanales Csproutingd y fomar nuevas sinapsis para
reenplazar asi la pérdida, y en algunos casos, para participar en
la recuperacidn funcional C(Cotman et al.,1981)>, Sin embarge, en
algunos casos el dafo e tan severc que s necesarioc suplenentar
ol procesc natural Para promover la recuperacidan. Los
transplantes han sido utilizados en tma gran variedad de msodelos
come mediadores de recupsracidén anatdmica y funcional (Bjitiscklund y
Stenevi, 1984é; Gash et al., 1599%93; Freed et al. .180%).

' El estwudio de los tranplantes de tejido cerstral se resconta a
finsles del siglco pasado Cver tabla 1). Lo primercs trabajos

sobre transplantes eran descriptivos, y tenian por cbjetive



estudiar la capacidad de los implantes para sobrevivir en un sedio
distinto al natural ¥y si el cerebro sra un aAmbito adecuado para el
desarrolle y crecimiento del tejido transplantade C(Dunnet ¥y
Bidrklund, 1987>, Sin embarge, el trabajo de sstos pionercs ne fue
tomado en cusnta, ya que en aquellios tiespos la idea prevalecliente
definia al cerebro comoe un drganco estitico, como ya henos
mencionado, ademis de que muchos de sstos trabajos no podian ser
reproducidos.

Fue hasta 1000, en que Ralsman reportd la primera evidencia
ultrasstructural de la existencia del crecimiento y ramificacidn
de fibras Csproutingd, en 1 septum desaferentado. Este trabajo,
Junto con el advenimiento de nuevas técnicas histalégicas,
trajeron en CONSSCUSnNCla que s cansiderase la capacidad
regenerativa del SNC. Estos eventos marcan el inicio del sstudico
profundo sobre los transplantes y su capacidad para pronov-r la
recuperacidn anatémica y funcional del SNC.

De modo subsecuente, los trabajos que = desarrollaron en
alfcs postericres, caracterizaron la técnica de los transplantes
del SNC.De estax trabajos, se implementaron una serie de preceptos
criticos para la supervivencia y reproducibilidad de los
transplantes. Basicamente® estos preceptos son:

1. El tejido del sistema nervioso central sdlo e viable como
tranzplante cuando el donader esta en desarrcolle, y mejor si o=
embrionaric. Parece ser que existe un tiempo limite de desarrcllco

durante el cual debe ocbtenerse el tejido transplantado. Este
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tiempo difiers para cada poblacién de neuronas, ¥ pir.c.
corresponder al final de la mitoxis, (Seiger, 100%, Aunque Jaeger
¥y Lund C19890) cansideran que el éxito del transplante depends de
la capacidad proliferativa de las células del donader.

2. Es necesaric seleccionar el sitio del transplante en el
hudsped. Debe estar altamente vascularizado y proveer de soporte y
réapida incorporacién con vasos y circulacién del fluido cerebro
espinal del huésped. Exigten cavidades naturales. comc los
vinl.r.lculns. la camara antericr del oju.. que lienan estos
requisitaos. Alternativamente, se puodo' elaborar artificialmente
una cavidad que reciba al implante; esta cavidad se revasculariza
al cabo de un tiempo Cgeneralmente en 18 diasd y constituys un
sitioc adecuado para scstener el crecimiento del tejido., ya que los
Vasos Ssanguinecs que recubren la cavidad dotarién al transplante
con @l aporte sanguinec necesarioc para su supervivencia CStenevi
et al., 19780,

3. Las reaccicnes inmunclégicas desencadenadas ‘por los
transplantes no afectan ¢l desarrollo de los mizsmos, esSto es, el
cerebro hudsped acepta al tejido extralNo a diferencia de lo que
ocurre con Lran‘splmt.os de cualquier o_tro érganc CStenevi ot al.,
1978d>. El concepto del cerebro .como un sitio “inmunclégicamente
privilegiado”, cuyo crigen se rescnta a los trabajos de principios
de siglo de Shirai (1821D>, s» sabe hoy en dia que es parcial
CHason et aol., 1998; Freed et al., 1588)0. En alguncs cascos en el
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que el donador y el receptor son de diferente especie, se puede
obser var rechazo del tejido y solamente con la utilizacién de
drogas insunosupresoras ¢ posible evitar tal fendmenc (Brundin et
al., 108%0, ‘

Los tres preceptos bhisicos anteriores publicados por Stenevi
ot al., en 1078, han sidc confirmados por ipnuserables trabajos
que Se hanh eslaborado hasta ahora . Asi, se han desarrallado una
serie de técnicas para transplantar tejido cerebral y estudiado
laz condiciones necesarias tendientes a optimizarlas. Cpara una
revisidn sxhaustiva ver Bjérklund y Stenevi, 1084, 19920,

Do estos trabajos, podemcs resumir que el cr.cj..i.nt.or ¥
organlizacidn intrinseca del tejido transplantadc esn el SHC, pusde
variar en funcidn de una gran variedad de parsisetros: diferencias
on ol procesco de diseccidn, en el valumen de tejido transplantado,
on el westadic de diferenciacién en el gue ae encuentran sus
células y on las propisdades del =sitio donde el tejido seras
col ocado. ‘

Adenss de los sstudicos relacionados con la sup.rv:lv.nc.ia- y ol
desarrcollo de los transplantes, estos han =mide analizados desde
otro punto de vista: su funcionzalidad. La estrecha relacidn
existente entre @l hudsped ¥y 1 tranzsplante se manifiesta
funciocnalmente en la conducta del animal receptor de diversas
maneras. Una gran cantidad de modelos de estudic han revelado
di versos lt-can.lsnos mediante los cuales es posible que los

transplantes modifiquen la conducta del animal receptor CDunnet y
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Bjtrkiund, 31087, Bjérkiund e: al.. 1987; Freed ot ol., 1988;
Cotman y Kesslak. 10880,

Durante mucho tiempo se asunld que los transplantes promovian
la recuperacién conductual restaurandoe los circuitos daflados, pero
esto nNno ocurre necesariamente para todozx los modelos. Lo
transplantes pueden actuar en diferentex niveles para estimular la
recuperaclién funcional. Por ejemplo, los tranplantes no sdlo
puedenreconectar la circulteria interrumpida, sinc que también
pueden proveer de los neurctransmiscres faltantes, para facllitar
la operacidn de los circuitos existentes; tanmbién pueden estimular
la wvascularizacidn, remover sustancias tdxdcas o© promover 1l1a

sobrevi vencia Y ol crecimientoc por medic de Iinteracciones

neurotré&ficas entre el huésped y ol transplante.

Para entender los mnn@sm involucrados en la recuperacidn,
deben ser evaluadas cada una de estas contribuciones, En general
Se postulan tres tipos de mecanismos, no excluyentes uno del otro
¥ de lo=s que hay gran cantidad de evidencias C(Fig, ™

- FReestablecimiento de caonexionss: diversos autores han
cbservado una integraciéon completa del transplante y el hudsped
por swdic del establecimiento de conwxxdoness reciprocas entre ol
apbosed, CMcloon y Lund, 1880; Wictorin ot ol., 10000. Se ha
encontrado que las reconsxiones se efectGan de manera precisa
cuando se utiliza un receptor en desarrolleo gue haya sido
deaferentado por medic de una lesidén, aungue la reconectividad

reciproca puede observarse también en huéspesdes adultos CDunnet y
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BjSrklund, 1Q87D.

Otro aspecto de la reconectividad es la accidn que ejercen
las proyecclones del transplante hacia el huwésped. Al respecto, la
liberacién de neurctransmiszsor ténica y autorregulada de la nsurana
presinsptica Cdel transplanted. pusde ser suficiente para que las
neuronas postsindpticas sean nusvamente funcicnales (Bjérklund et
al., 1987; Dunnett y Bjérklund, 16G87; Freed et al., 19870,

' ~ Interacclones tr&ficas: s concce que los transplantes
ceresbrales contienen factores tréficos, los cuales pueden actuar
in vitro promoviendo la supervivencia de las células nervicsas, el
crecimiento de neuritas asi como la diferenciacién de neurcnas
periféricas y del SNC. C(Cotman y Kesslak, 19880. Algunos autores
sugieren que clertocs tipcg de factores tré&ficoz C(como los que
promusven la supervivenciad se producen como consecuencia de una
lesidn y que estaos contribuyen a la supervivencia y el crecimiento
de los transplantes C(Nieto-Sampedro y Cotman, 10883, Parece ser
cque @i cerebro responde al dafic produciendo factores tréfices, lo
que increpenta la supervivencia neurcnal y promueve ¢l crecimtento
de neuritas CCotman y Nisto-Sampedro, 1084; Needels ot al. ,100%; .
eosta actividad os mayor en las &reas que rodean a la lesién, pero
inpclusive puede ser muy alta en Areas denervadas digtantes a la
lesidn; por ejemplo, la actividad tréfica inducida por la lesidn
de la porcién retrcohipocampal, prosuveve la lup.rviwhc.la de .ln-.
transplantes colinérgicoes estriatales CHManthorpe et al., 19820 o

por la inyeccién de extractos de cersbro lesionado CNieto-Sampedro
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ot al., 1084). AGH miis, Ja lesidén esspecifica de un =smitioc del
corstro pueds producir factores que beneficien mis a unas células
qQue a otras CGibbs e al., 19885,

Liberacidén de hormonas o de neurotranssisores: se postula que
las céhdlulas que componen al transplante liberan factores humorales
hacia ¢l hudsped Cneurctransmisores u"hornanas) ¥y que las NDeUrconas
sensibles a las moléculas expulsadas recuperan su actividad. Por
eojexplco, los transplantes intraventriculares del #&rea predptica,
gque contisnen altas cantidades de hormona liberadora de
gonadotropinas, s=on capaces de establecer runc.l.onn gonadal es
normales en sujetos con deficlencias genédticas en la produccidn de
tal hormona CGibson et al., 1085, Por otro lado algunos autores
han reportado la recuperacién del control motor de ratas con
lesiocones en »l sigtema nigro-esstriatal, debido a transplantes de
sustancia nigra o de células de la midula adrenal, las cuales se
plensa que ejercen suU acciédn por sedic de la liberacidn de
dopanina CPerlow ot al., 1979; Freed #! al., iG81; Dunnett et al.,
19830,

La recuperacién funcional observada eon los distintos mxxielos
no puede ser explicada por uno gsalo de los secaniasscs descritos
anteriormente. De hecho en la mayoria, si no es que en todes los
casos, @l reestablecimiento de una funcidn, o2 ¢l resultade de la
accldn de varios factores. La importancia de cada factor en la
recupsracién funcional dependers en Gltima instancia, del modelo
experimental que se esté abordando.



TABLA I
HISTORIA DE LOS TRANSPLANTES

1890 - W.G. THOMPSON (EUA)
Primer intento de transplante de
tejido adulto a la corteza cerebral
{gato, perro).

1907 - G. DEL CONTE (ITALIA)
Intento de transplante de tejido
embricnaric no cerebral de perros
adultos.

1911 - F. TELLO (ESPARA)
Primer transplante exitoso de
telido nerviocso periférico a
la corteza cerebral (en conejo).

1917 - E. DUNN (EUA)
Primer transplante exitoso Qe
corteza cerebral de una rata
neonatal a la corteza de otra
neonatal (el transplante mostrd
clerto grado de laminacidn).

1940 - W.E. LE GROS CLARK (INGLATERRA)
Primer transplante exitoso de tejido
cortical fetal a corteza de neonatos
(en conejo y en ratas).

1961 — R. ALVAREZ-BUYLLA (MEXICO)
Primer transplante de glédndula su-
prarenal en la silla turca de perro,
previa extraccidn de la hipdfisis.

1970 - L. OLSON ET AL (SUECIA), G.D. DAS ET AL (EUA) Y
BJORKLUND ET AL (SUECIA)
Primeros transplantes exitosos de
tejido fetal en diversas &reas del
S.N.C. de ratas y conejos adultos.

1980 - W. FREED (EUA)
Primer transplante de mé&dula
adrenal al ventrfculo lateral con
recuperacidn funcional (en ratas).

1984 ~ 0. OLSON ET AL (SUECIA)
1986 — I. MADRAZO ET AL (MEXICO) .
Primeros transplantes de mé&dula
adrenal al cerebro humano.

1985 — VARIOS AUTORES
Bioclogfa Molecular aplicada en
transplantes cerebrales

NOTA: Tabla modificada de BjSirklund y Stenevi (1985).



FIGURA S

En este esquema =2¢ Jlustran los secanismos de accidn
propuestos para la induccién de la recuperacidén funcicnal mediada
por transplantes. Abreviaturas empleadas:

NGF' Factor de crecimiento newuronal

F&F Factor de crecimiento de fibroblastos
EGF Factor de crecimiento epidérmico

Ach Acetilcolina

GABA Acido gama-amino-butirico
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TRANSPLANTES AL ESTRIADO

lLog transpiantes de tejido fetal en el estriado lesionado
constituyen una serie de modelox por medioco de los cuales es
posible ol estudioc adecuado, tanto de la incorporacién funcional
del tejide neural enbriconarico come del funcicnamientc del
necestriado.

Comc ya hemcs mencionado, las lesiones producidas con B8-CGHDA
producen la destruccidn selectiva de neuronas dopaminérgicas. La
aplicacldn unilateral de dicha neurotoxina produce una asimetria
sensomotora, conccida como conducta de giro, la cual pueds ser
manipulada a nivel sindptico por sedioco de diferentes fairmacos.
Utilizando este modelo, eon 1070, dos grupos independientenente
demcstirarcon que los transplantes de tejido neural producen sfectos
sobre el comportamiento de animales lesicnados. Por un 1ado,
Perlow ot al., mostraron gque los transplantes de sustancia nigra
dentro de los ventriculos de ratas con lesiones unilaterales con
O-0HDA, pueden reducir el ntmerc de giros en aproximadaments un
40%. Por otro lado, Bjérklund y Stenevi, encontraran que
transplantes similures d.pas_.tt.adn- on una cavidad cortical,
limitrofe con el estriado dorsal, proveen de una compensacldn
completa de la asimetria creada por B-CHDA. Estos estudios han
sido replicados por varios autores (Freed, 1083; Freed et al..,
i980; Dunnett et al., 1982, Freed »t «l., en 18981, demastraron



que las deficiencias debide a lesiones con 6-0HDA pueden reducirse
por medic del transplante de células de la midula adrenal. Estos
resultados han sido utilizados comc mpodelo de aplicaciones
clinicas, comc tratamiento en la enfersedad de Parkinsen C Qlson,
1984; MNadrazo et al., 1987,

Por otra parte, se ha demostrado que las inyeccicnes de
ami no-icidos neurotdxicos Cacidos kainico o iboténicod en el
necestriado induce cambiox nsurodegensrativeos, bloquimicos y con
alteraciones en »1 cosportamiento, de tal forma que han sido
considerados como un modelo experioental de la Corea de Huntigton.
Estas toxinas destruyen las neuronas intrinsecas del estriado y de
sus proyecciones sferentes en el globus pallidus y la sustancia
nigra en su parte reticular CCoyle y Schwarz, 10780; NcGeer Yy
NcGeer, 1070, ademis producen impecdimentos funcicnales tantoc en
comportamientos no condiciocnados Cu. gr. hiperactividad locomotorad
como on condicionados Cv, gr, tareas de alternacidn en un laberinto
on T2. Schmidt et agl., Ci198lD. fuercn los primeros en demcstrar la
viabilidad del tejido estriatal transplantado en ratas previasente
lesiocnadas en forma bilateral con AK. mspuo; se demcstrd que l1la
hiperactividad inducida por lesicnes hilaterales con este mizmo
nsurotdadceco puede ser revertida por transplantes de nt,r.ia.do fetal
Chwckel ot al., 1983; 19980a; Dunnett et al., 18988; Isacson #t al.,
1984, 19880, Extudics subsecuentes demostraron que sstos
t.rnnsplant.s. también pueden inducir Jla recupsracidn de la

capacidad del aprendizaje en la tarea de alternacidn en el
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lJaberinto en T, para ratas con lesicnes en el estriado. A este

respecto, Isacson ot al., (1988), encontraron que la recuperacidn

on eoste tipo de tareas se correlaciona con el tamalico del

transplante dentro del necestriado, y que el tejido transplantado

fuera de estriado Cen el globus pallidus), que es ¢l primer blanco

de las eferencias del necestriade, ne reduce las deficiencias de

tales lesiones C(Dunnett of al., 1088, En un trabajo paralelo,

Deckel et al., CiGO90), reportaron que la densidad de células

dentro del transplante. esta carrelacicnado con el desenpefo de

los sujetos en la tarsa del laberinto en T,, aungue en este

estudic la diferencia en el dessapelio en el laberinto entre los

sujetos transplantades y los lesionados no fue significativo.
Algunos autores consideran gque l1a recuperacidn de las

deficiencias en las tareas de aprendizaje wes debido a 1a

organigzacidn funcional normal del necestriado. Se sabe que esta

extructura provwe de un altec nivel de control de lozx siztemas

aotores plramidal y extrapiramidal, sfectuada por las vias de

proyeccidn al gilcbus paliidus ¥ a l1la sustancia nigra pars

reticulata, El extriado a su vez recibe entradas, topograficasente
organizadas de toda la corteza, ¥y por 1o tanto, parece dar lugar a
un sitic de convergencia de los procesos carticales de asociacidén
¥ motosensorial que actdan sobre @l sistema motor, bajo 1 contral

regulatoric y senscrial de las eferentes que provienen del nacleo
intralaminar del tilamo, de la sustancia nigra y del nicle del

rafe CNauta y Domesick, 1904D.
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Asi pues, mientras algunos efectos de las lesiones
estriatales como la hiperactividad locomotora, pusden ser
congiderados como una simple desinhibicidén de las efsrentes
estriatales, otros pueden ser atribuidos a 11a ruptura o
desconexddn de sistemas neurales de integracidn. Asi, la cabeza
del niclec caudado s parte de un sistema frontal cortical para el
control de wuna variedad de funciones, Iincluyendco aguellas
invalucradas en el aprendizaje de algunas tareas; de tal manera
las lesicones de la corteza frontal, del necestriadco o de 1la
aferentes dopaminérgicas a estos sitios, hapld-p un buen desempefic
on tales tareas CRosvold, 1988; Divac et aol., 19867; Dunnett e
Iversen, 19815,

Asimizsmc para Dunnett ot al., C19880, la habilidad del tejido
neural tranplantado, para restaurar las capacidades funcionales eon
una tarea de aprendizaje tal como en el laberintce en T. ¥ la
observacién de que el transplante es eofective sé&lo cuande es
implantado en un sitio homotépice y no ectépico, sugiere que sn su
modelo, los transplantes deben estar reconstituyendo el acceso
cortical a sistemas de control motor. Al respecto, algunos otros
autores C(Sanberg y Hanault, 10800 han observado que los implantes
de estriade que estan dentro del ventriculo lateral no producen
recuperacidn en Jlas anormalidades locomotoras; en contraste, sdlo
parece haber efectividad del transplante cuando el tejido parece
estar penetrando el estriado hudsped CDunnett et al., 1988).

Aunque, comc ya hemcs puntualizado, Perlow C19780 y Freed C10830,



descstraron que los tranplantes de sustancia nigra o de médula
adrenal cclocados en venticule, resultaron ser efectivos.

Por otro lado, se ha acumulado evidencia que indica, que w»l
tejide transplantado estriatal pusde recibir reaferentacidn de los
sistemas neurales del huwésped ¥y qgue establecen nuevas .cnnoxion.-
con blancos apropliados CPritzel et al., 1988; Clarke ot al.,1088;
Wictorin &t al., 1999, Sin embargoe, a pesar de que se ha
observado que estas entradas masivas desde loz sistemas
dopaminérgicos del huésped pusden establecerse dentro d-' los
transplantes, un estudico reclients sugiere que 1l1los efectos
funcionales de los .t.rmspl.ntn son independientes de 1l1a

regulacidén dopaminérgica CDeckel ot al., 19880LD.
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INTRODUCTION

Over the last years, numerous studies have demonstrated the
capacity of embryonic neural tissues to survive transplantation
ta the adult mammalian brain. Morsover, it has been shown the
congiderable capacity of the embryonic tissues to reinnervate and
become innervated by the host nervous system (Bjorklund and
Stenevi 1979, 1984; Eacobar, 1989).

The graft—induced functional recovery can be attributable
to the reconstruction of a damage neural circuitry in the host
brain. However, it has bascome apparent, that in different model
the functional recovery can be axplained by other mechanisms,
such ams, acute trophic influences over the host tissue (Cotman
and Kesslak, 1988; Freed ot al 1985) or diffusme release of
neurochemicals (Dunnett and Bjorklund, 1987).

The striatum is probably the most extenmsively explored
region for combined morpheological and functional studies of
intracerebral grafted neurcns. Blocks or dissociated cell
suspension fetal sriatal tissue had been shown to survive and
differentiate into the caudate—putamen of adult striatal damage
rats (Sandberg et al 1986; Isacson et al.,, 1986).

1t is well known that atriatal lesions produced
neurogsnerative, biochemical and behavioral changes (Coyls and
Schwarcz, 1976). One of the most conspicuos bshavioral alteration
i® in the locomotor activity, i.e. enhanced motor activity.

This kind of alteration has been employed as an animal model for

degenerative disorders such as Hungtington disease (Dunnet,



i988). It alsc has been reported that interference of normal

striatal activity, by means of electrolytic lesions (Glik and

Greenstein 1973; Winocur, 1974), electrical stimulation {Wyers

and Deadwyler, 1971, 1673), potamsium chloride administration

{(Prado-Alcald et al 1980), injections of neurotoxic chemicals

{Sanberg et al 1978) and microinjections of anticholinergic

drugs, lead ¢to a marked impairment in the acquisition of

conditioned responses such as Passive Avoidance or autoshaping

conditioning (Bermidez-—Rattoni et al 1986; Prado-Alcalde 1985).
! In this study, we demonstrated that gtriatal grafted tissue

into striatal lesioned rats produced a recovery in conditioned

learning task (Passive Avcidance) and only partially recovered

motor activity. Meanwhile, the mesencephalon grafted tissue

recoverad only motor activity but not Passive Avoidancs

conditioning.

Male Wistar rats, weighing 250-290 g, wers randomly assigned

to one of two groups. Two large bilateral slectrolytic lesions

vwere made under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg) to encompass

the striatum (stereotaxic coordinates: AP=-0.5, L=4+3.5, H=-4.5

and -~6.5, from skull level). Following post-operative recovery

(8 days), the animals were measured for motor activity and for

passive avoidance trainning. The animals were measured during

two hours, for two days on motor activity Stoeliing boxes (model

31402) with normal sensibility. Step~through passive avoidance

were conductsd in a two compartment box (30x40x15 cm) divided Dby

a sliding door. One of the compartment (safe) was illuminated by

a 40W 1light bulb, in thie compartment rats were placed for

‘trninning ‘and testing sesmions. The other compartment was not

2



illuminated and had two metal floor, through which a briet
electric shock were delivered. During the acquisition mession,
the animals were placed in the illuminated compartment and
remainsd for 230 sec. After thie period the rat wam allow to
enter into the dark compartment. The time the rat took to move
from illuminated to dark compartment was written down (latency).
A8 soon as the four pawa of the rat were ineide the dark
compartment, the dJdoor was closed and a 0.8 mh DC footshock was
delivered for 3 sec. Then the animal was allow to return to the
safe compartment. Twenty four hours later the same procedure was
followed except that the footshock was not delivered (test). Two
more extinction teste were performed.

Fifteen days after the lesion measmion, the lemioned animals
were divided in 3 groupsa: one group received striatal homotopic
grafts (CNst; n=11), the other group r?coivad heterotopic
(sustantia nigra) grafts (CNsn; 0n=10) and the other group
remained lesioned as a control group (CNlx: n=10). 15-16 day-old
fetuses were removed from the abdominal cavity of pregnant rates,
the fetal Drains were taken, and the striatum and/or ventral
mesencephalon was taken under a stereoscopic microscope. The
block of tissue were about 3 mm®, and were stereotaxically placed
throughout a Hamilton microsyringe (100 ul), into the previously
lesioned striatum. After 8 weeks of recovery, the four groups of
rats were retrained for passive avoidance and measured for motor
activity again. -

At the end of the experiment all the rats were sacrificed

and peorfused through the ascending aorta with a saline solution



{0.15M) followed by a 4% paraformaldehyde, 0.1% glutaraldehyde
solution in phosphate-buffered wmaline (PBS pH 7.4, 0.1 M and 0.15
MNacCl) . The braine were immersed for two hours in the same
fixation solution and then immerped in a 20% sucrose in FBS for
24 hr prior sectioning. Seorial sections were cut on a freezing
microtome at 40 um thickness, collected in PBS and processed for
visualization on either the following technics: Cresyl Violet:
Standard procedure for Cresyl violet staining was used for each
slide. Acetylcholinesterase histochemistry (AchE): slide mounted
sections were stained according to a modified Paxinos and
Watson's protocol (1987). The slides were incubated overnight
with 50 mM sodium acetate buffer pH 5.0, 4 mM coppér sulphate,
KmM glycine 4 mM acetilthiocholine iodide and 0.1 mM
ethopropazine. After incubation the slides were immersed into a
developing solution (1% sodium suphide pH 7.5) for 10 minutes.
Then the mlides were allowed to dry and mounted with permount.
Immunocytochemistry Method: TH (;yrosine hydroxilase) were
visualised using primary antibodies (from Eugene Tech
International, 1Inc.) at a dilution of 1:500. The sections were
incubated during eight days and then developed with a rabbit 1gG
avidin-biotin immunoperoxidase Kit (Vector Laboratories). ‘The

tissuve wam mounted with coverslips and Permount.

Behavioral:

Table 1. summarizes the pre-graft results for motor activity
and passive avoidance conditioning for all the groups. Simple
ANOVA was done on means for number of counts in two hours for two

days. There were significant differences bstwesen group F(1,



58)=4.13; p 0.044. The control group showed a mean of 5600
counts, meanwhile the lesioned group showed a wsignificant

increment in the number of count in the two hour period (p

0.05). The resulte pre-graft for passive avoidance can be seen
in the Table 1. During the acquisition session there were not
significant differences among groups F(l, 49)=1.4. During the

first test trial there were differences among groups (F (1,49)=50
P 0.001). As expected, the control group showed high latency

and the lesioned group showed a significant lower latencies (p
0.05).

INSERT TABLE 1 ABOUT HERE

The post-graft ANOVA comparisons (Fig. la) for motor activity
revealed that there were significant differencies among the
groups (F(3, $57)=9.64, p 0.001). The groups that received the
striatal graft (CNcn), and which remained lesioned (CNlx) showed
mignificant enhanced motor activity when compared with the
control group (CON). Mesanwhile the substantia nigra—-graft group
(ST) showed a similar number of counts and there was mignificant
diffnrence from the CON group. For pasmsive avoidance, the ANOVA
comparisons for the acquisition day revealed that thore were no
significant differences between the groups F(3, 350)=2.27; p
0.092). Although, the group CON showed a higher latency during
the acquimition trial. Fig 2b shows results of the first. trial
after one acquisition on passive avoidance. ANOVA revealed
significant differences among groups F(3, 50)=2.73; p 0.05.

The CON group and animals that received striatal graft (CNst)

5



showed the higher latency and there were no differences among
them. The groups that remained lesioned (CNlx) and the group
receiving sustantia nigra (8T) graft showed a significant lower

latencies than the groups CON and CNcn (p 0.05).

INSERT FIG. 1 ABOUT HERE

Histological examination revealed that the ST lesions
involved most of the dorsal area of ths striatum, and the
extenmsion of the lesion were on average 2.0 mm in the

dorsoventral plane and 3.0 mm in the anteroposterior plane,

always®s the ventricles appear to be enhanced. The homotopic brain

transplants appeared to be healthy and placed in the appropriate

target area of the host brain (Fig. 2a). The cholinesterass

" histochemistry had ‘a strong reaction in the intact striatum.

Patches of cells could be cbserved within the graft positive to

the AChe histochemistry (Fig. 2a3b). Immunoreaction for TH was

cbserved in fibers within the host tissue and in the border

between graft and host tissue (2c¢ and 2d4).

The Theterctopic (sustantia nigra) grafts appeared also

healthy and well placed, but they were less extensive than the

striatal grafte (see Fig. 20). Cholinesterame histochemistry was

negative within these grafts (Fig. 2f), possitive immunoreaction

for TH wam evident in cell bodies and fiber within the uu;tnncia_

nigra grafte (Fig 2g, 2h).

INSERT FIG. 2 ABOUT HERE



These results demonstrate that intrastriatal graftes taken
from fetal striatum, but not from ventral mescencefalic tissue
were able to ameliorate the passive avoidance learning deficitms,
in animals with large electrolytical lesions in to the striatum.
In contrast, the enhanced motor activity were restablished to
normal values by the sustancia nigra but not by striatal fetal
grafta. The histcological findings, revealed patches of cells
positivve to AChE histéchamistry into the striatal graft tissue,
meanwhile the sustantia nigra grafte showed immunoreactive TH
¢cells. These results suggest that scme tissue specificity is
needed for each kind of behavioral recovery. Similar results have

been found in other areas and with different tasks (Stein et al

transplants into the gustatory neccortex and did not, find any
behavioral recovery in taste aversion conditioning (Escobar et
al., 1969).

On the other hand, the place where the graft is located seems
to b2 ancther important variable for the behavioral recovery.
Several studies have reported recovery of motor activity
inbalances by satriatal grafts in the striatum (Sanberg et al
1986; Deckel et al., 1983; Ipacson et al 1984; 1986). However,
when the striatal grafts were located cutside the striatum; as in
the glohus. pallidus there were less behavioral recovery after
four months after transplantation (Isacmon et al., 1986).
In this regard, other authors have found failure in functional
recovery when the wvholly striatal grafts are whithin lateral

ventricle (Sanberg and Hanault, 1986). In our results, the



striatal grafts seems to be growing outside the remaining host
striatum (See Fig 2 a). Meanwhile, the satantia nigra grafts were
always found inside the host striatal tissue (Fig. 2b). This
findings indicate the posmsibility that for recovery of motor
activity, the place where the grafts are located is an important
factor. Nevertheless, for recovery of learning tasks the graft
location mseems not to be a crusial factor (Isacson et al., 1986;

our own results).

The present findings,indicate that neural grafts taken from
different regions of the brain produced differential functional
effects. These effects could be depsndent on different mechanisms
of action:; i.e. diffuse releame of neurochemicals, trophic
influences of the host brain or recontruction of damaged
circuitry (Freed et al 1985; Dunnet and Bjorklund, 1987).

"Other studies have demonstrated that the striatal
cholinergic activity is highly involved in the learning processen
{ see Haycok et al., 1973; Prado ot al., 1987; Bermudez Rattoni
et al., 1986; Sandberg 1984). In this regard. it has bsen shown
that cholinergic blockade of the striatum leads to mnmarked
impairement in the retention of previously learned behaviors
maintained by pomitive (Prado-Alcala y col., 1979; Prado Alcala
et al., 1985) and negative reinforcers (Prado-Alcala et al.,
1984). On the other hand, cholinergic satimulation of this
structures produces significant improvemsnts of the same type of
behaviors (Prado Alcala y Cobos 1979; Prado Alcala et al., 1964).
Our results indicated that cholinergic striatal grafte produced

differential behavioral recovery for passive avoidance but not



for the enhanced motor activity. In contrast mescencephalic
grafts were unable to recover the learning task but did recover
the enhanced motor activity. This suggests that some
neneurotransmitter tissue content could be involved in the
behavioral recovery for motor activity and passive avoidance

learning task.
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TABLE 1. PREGRAFT REJULTS

MOTOR ACTIVITY

ANIMALS counts in 2 hrs. (+~-SEM)
{ x 1000 )
CONTROLS + 1.5
LESICNED 3 + 0.97
PASSIVE AVOIDANCE
latency in wsec (+-SEM)
acquisition test
CONTROLS 47 « 27 +533.8 + 46.6
LESIONED 18 + 20 #121.3 + 34.9
P 0.05
This table shows the analysis= of pregraft resulte for motor
activity (the upper part of the table) and for Passive
Avoidance (lower part of the table).

Electrolytical

striatal lesions induce hiperactiviy and impair learning.



Figure 1.

Figure 2.

FIGURE LEGENDS

The graphs illustrates the postgraft results for motor
activity (a) and for passive avoidance task (b) in the
control (on) and experimental groups: lesioned (CNLx),
with striatal fetal grafts (CNcn) and with sustantia
nigra grafts (CNan). Comparison with their own control
groups. P 0.05. (ANOVA and Newman—Keuls tests.

a. Postgraft motor activity, measured in counts per 2

hourse shows significant recovery in CNsn group,

meanwhile lesioned and CNcn groups did not.

b. The graph shows the latency for acquisition (acqg)

and for test postgraft results in Pamsmsive avoidance

task. CON and CNcn groups present a significant
difference with CNsn and CNlx groups.

Representative coronal sections for striatal (a.b,c and

d) and sustantia nigra grafts (e.f,g and h),.

a. Cholineaterase histochemistry in a coronal section
of a Striatal graft. Arrows show the border of
the graft (g). Observe the strong positive
reaction of the host tissue {(h) and the patches of
cells inside the graft also positive to the
histochemistry (x2). _

b. A magnification of a. Arrows show cells positive
to the AChE histochemistry.

c. Striatal graft with positive fibers immunoreactive
for tyrosine hydroxylase (TH) in the border of the

graft (arrows) (2x).




A magnification from c. arrows show the TH
positive fibers. '
Cholinesterase histochemistry in a sustantia nigra
graft. Arrﬁwn show the border of the graft (g:
x2).

A magnification from e. Note the absence of
reaction for the AChE histochemistry inside the
graft (x20).,

TH immunoreaction in cell bodies and fibers in the
sustantia nigra graftes (x2).

A magnification from g. Arrows show positive
immunoreaction for TH in c¢ell bodies in the
sustantia nigra graft (x10). The square inside
shows a magnification of one of thie cell bodies

(x40) .
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TRABAJO IX
TRANSPLANTES DE CORTEZA FRONTAL

Para proseguir nusstro estiuxdico scbre el papel de los
transpiantes en la recuperacidén funcianal del estriadeo lesicnado
decldimos iniciar el sstudic de transplantes heterotdpicos, con un
tejido no inveolucrado en el sistema nigroestriatal. Utilizamcs
para el efecto,la corteza fraontal, con base en los datos obtenides
eon nuestro propio laboratorioc. Escobar ot al. .C1989>, demcstraron
que ratas transplantadas con tejidoe heterotépico a.l‘ sitic de
lesldn Cen este caso, tectum en corteza gustativad no recuperan la
capacidad de adquirir el condicionaniento aversivo a los sabores,
Esto indica que existe una especificidad del tejido transplantado
para que s resstablezca la respuesta funcional.
NETODOS

Un canjunto de ratas Wistar macho, de aproximadamente 290 g.
fue dividido en dos ¢grupos: el contral o intacto CCONY y el grupo
experimental o lesionado CCx). Lo sujstos de sste Gltimo grupe
fueron lesiconados electroliticaments C2mA durante un minutod de
manera estersotixica en el Area del estriado dorsal antericor
Cantercoposterjor —-0.5; lateral -Q-a.s y vertical a partir de bregma,
-8.9 y -8.8, segdn vl atlaszs estereotiixico de Paxdnos y Watson,
190820, Ocho dias despubds do‘ la lesién, lox sujetos fueron
soowtidos a las mediciones conductuales (Cactividad motora y

prevencldn pasivad de igual manera conc se describe en @1 apartado



anterior Ctrabajo I>. Despuds de 18 dias se depositd el tejido
" proveniente de corteza frantal de fetos de 18 dias de gestacidn en
el misme mitio en que previamente se habia elabarado Ia lexién.
Ocho semanas despuds se reentrenaron los sujetcs para el paracdignma
de prevencién pasiva y se rsalizaron las awsdiciones pertinentes de
actividad motora. En seguida se sacrificaron los animales con una
sobredosis de anestésico y se procesd el tejido cerebral de estos
sujetos para el estudic histocldgico C(viaoleta de cresilod y ol
histoquimico para AchE.

AESULTADOS -

Los resultades conductuales pre y post-transplante pusden
observarse eon las figuras X y II. La actividad motora
pre—-tranplante indica un aumento en la actividad de los sujetos.
Comc sSe esperaba,los resultades post-transplante indican que,no
parece wexiztir un cambio significativo con respecto a los
resul tados pre-transplante CFigura I>. En cuantc a la prevencidn
pasiva, puesde chservarse la deficiencia del grupo experiamsntal
para adguirir el aprendizaje, ®n tanto que el mismo grupc, despuds
de reclibir wl transplante, no mostr& cambiocs on sxte
comportamiente, manteniéndose diferencias significativas claras
con respocto al contreal.

fos resultadas histoldgicos mostraron una integracidn
adecuada del implante con el hudsped (Fig.IXIId,con gran densidad

celular dentro del misno. La reaccidn histoquimica fue positiva



tanto on células como on fibras dentro del tranplante.

PINCUBION PARCIAL.

Los resultados conductuales musstran que a pesar de existir
una buena integracidn morfolédgica, ésta no es suliciente para
permitir el restableciemiento de las funciones del hudsped. Estos
resultados sugieren gque debe existir cierta especificidad de
tejido, O on olras palabras, que de alguna manera ol tejido que va
ha ser transplantado debe estar relacionade con la funcidn
original del telide o ntcliec huédsped. Esto concuerda con lo
expuestce por Escocbar e al.,. 19890, on donde ratas con
transplantes heterotépicos ne recuperan la capacidad de
desarrcllar aversidn gustativa, Sin embargo, estos autores
muestran que @1 tejido heterotdpico Ctectund no =me integra
adecuadanente, desde el punto de vista morfolagico, en contraste
con los resultados que aqui presentamos. Esta observacidn, aunada
&l hecho de encontrar una resaccidén positiva para colinesterasa,
Eugiere. por un .l.ado. que el tejideo heterotépico a pesar de
m.cmt.rars- on crecimientc y presentar una buena integracidn con
el hudsped, requiera de mis tiempo para empezar a producir algan
factor humeral © la circuiteria necesaria para ejercer alguna
influencia scbre la conducta del sujeto. Comc se sabe, la corteza
o2 una de las estructuras cerebrales que termina tardiasente su

desarrollo, incluso sepanas después del nacimiento;, wes muy



probable entonces, que este tejido tome un lapso de tiempo mayor
para Jiniciar una interaccién mas estrecha con el huwésped ¥y
efectuar asi algin cambio en la conducta del sujsto. A este
respecto Stenevi et al., Cl1078), indican que la edad del sujeto
del cual se extraerd el tejido que va a ser transplantado es
d..t.rn.tnant.- tanto para su integracidn comc para la recuperacidn
funcional del sujetoc hufsped. Otros autores enfatizan 1a
importancia del tiempo de desarrollo del donador, ya que clertos
eventos en el desarrcllo se llevan acabo en periodaos criticos, de
manera que un tejido puede tomar rutas distintas en su desarrcilo
dependiendo de la estimulacién durante este pericdo critico
CJacobson, 1880). Por otro lado, la reaccidn positiva para AchE
dentro del tejido transplantade no necesariaments establece la
presencia de acetilcolina come neurctransmizor., puestoc que la
reaccidn histoquinica no asegura la presencia del neurotransmisor,
Y s&lo refleja una accidn enzimitica., que par otra parte, es bien
conccide que puede estar Iinvalucrada en una serie de sventos
neurcquimicos, como el procesamiento de péptidos o inclusive se ha
llegado a postular que posee efectos neurcnotréficos
Choody—Corbett #f al., 1081 ,1082; Maclntosh, 1082; Landis y Keefe,
1993; Vardn ot al., 1980D).



FIGURA I

Grifica que muestra los resultades pre ¥y post-transplante
obtenidcos para la actividad msotora de las ratas que recibieron
transplante de corteza felal CCXD.Cw p<O. OB, prueba ANOVAD, CCOND
contral.
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FIGURA IX

La grifica resumse los resul tados oabteni dos Para ol
aprendizaje en el paradigma de prevencidn pasiva. PRE, datcs
pre—-transplante; POST, datos post-transplante; CON, controal; CX,
grupce de sujetos que recibieron transplantes de corteza fetal.
CHpO. OF; ANOVAD

[
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FIGURA IXIX

Fotomicrografias que muestran cortes transversales de cersbro
‘de rata con trMNantn de corteza frontal fetal en el ares
estriatal. a) Las flechas indican el borde del transplante. Notess
1a reaccidn intensa en el estriado huizped Chd y el puntillec en
el transplante CL). Cxid. b Ausento de a., Se musstran una seris
de células positivas para 1a histogquimica de AChE Cflechasd Cx40>.
c) Corte transversal seriado con el anterior en un pianc a nivel
frontal. Obsérvese la reaccidn para AChE en el centro del
transplante (x40), 4 Aumento de c. Las flechas indican laz fibras
positivas para la histogquimica en el transplante Cx40D,
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TRABAJO IXX
MARCAJE DE TEJIDO NEURAL: VIRUS SENDAL

La técnica de transplantes cerebrales ha sido una herramienta
muy dGLil en Neurociencias. Para un gran nUsero de sstudios, el
poder marcar las neuronas representaria una gran ayuda para
rescl ver problemas como la scbrevivencia, diferenciacidn y posible
migracidn de las célulaz qus van a ser transplantadas. Hasta ahora
las técnicas que se han utilizado (cclorantes fluorescentes o el
marcaje autoradiogriaficcd Chas y Altman, 1072;: Jones ¥ Flostner,
1009 tienes alguncs inconvenientes. tales como la difusidn del
marcadeor, la aparicién de un faendo nuy altc en las preparaciones,
wotc. Asf pues, Ardizzoni ot ol., C1888, propusiercn un marcaje
con oro coloidal inyectado en las células, por medio de la cépside
del virus sendal. Este virus, es altamente fuséSgenc para la mayor
parte de lag células de vertebrados, y no es patdgenco para o1 ser
humano. Las actividades de fusidn desarrolladas por este virus, se
deben principalopente a dos glicoprotelinas localizadas en la
envaltura de la cépside. Asi pues, utilizando estas propiedades,
Ardizzoni reallzé& el marcaje de células de la regién del ntcleoc
basal magnocelular de fetcos de 18 dias de gestacidn, y
transplantacdas en la nesocorteza de ratas ac;u.ltas; .I.c-l autores
reportan que estas células sobrevivieron durante tres meses en la
corteza y que ademis algunas de estax células marcadas migraron
subcorticalmente hacia la regidn lesionada del ndclec basal.



Con base en los estudios antes mencicnados, decidimos iniciar
ol westudico del marcaje de tejide neural para su posterior
transplante al watriade lesionado, con el fin de obtener
informacidén sobre el comportamiento de migracidn de las cédlulas

transplantadas.
METODOS

Produccién de cipsides de virus y oro cololidal: se utilizd el
procediniento de Arcdizzaonl e! al.. (18880, madificade por el Ix.
Steve Siviy (comumnicacidn personald, y en colaboracidn con los
CDrexs. Ruy Pérez MNontfort y Octavic Gonzalex. Ei procedimiento
genwral fue el siguiente:

Cincusnta mililitros de virus CSPAFAS, Inc.) fusron centrifugados

a 000 rpm por 20 minutaos, Se descartd el precipitado y se
recentrifugdé a 3I7000'g por 30 minutos ¥y a &°C . S descartd el

sobrenadante, teniendo cuidado de no agitar el precipitado; se
resuspendid on seguida el precipitade en 890 1l de 1a salucidn 1
Ci00 mN NaCl;850 mN de TRIS-base, pH 7.4), con 10 ul de 10 N de
PNSF € on agua destiladad y 100 ul de tritédn X-100 al 20%, en un
volumen total de 1 mi. Esta sezcla Se incubd durante una hora a
20°C. Posteriorsente se centrifugd a 100,000 g por una hora a 4°+C,
Despuds se descartd el precipitado y se aNadid un voelumen igual d-'
orc colaidal Cvr/v; Polisclences Inc.D, Se mezcld el sobrenpadante y
ol oro coloidal con una pipeta pasteur hasta su homogenizacidn.

Exta mezcla ze dializé® contra una solucién de 900 ml. de agua
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destilada esterilizada, con 100 =ml de socluciéan 2 (100 =N de
TRIS-bazse;20 mN de CaCl ;20 mN de NgCl O y un gramo de Bio-esslferas
CBio-Beads; BIO-RADD, por cince horas a 25°C y tres veces mhks por
un pericdo total de 30 a 3 horas. Finalmente s¢ centrifugsds el
contenide de la didlisis por 8 minutos a 4°C a 100,000 g; se
descartd el s=cbrenadante y sme resuspendid el precipitade en 1 ml
de la sclucidn 1, para finpalsente dividirlo en alicuctas de 100
pl. '

Preparacldn de las células para el transplante: en todos los
cazos se ocbtuviercn fetcs de 1T dias de gestacidn a partir de las
madre< anestesiadas con pentobarbital (S0 mg-/kgd, cuyo Gtero se
sunergid® en una solucidn salina €0.18 MD. De 7 fetos =e tomaron
los cerebros y Se disecaron los estriados de cada uno de ellos. El
tejido fue disgregado por medioc de una pipeta pasteur, hasta su
homogenizacidn en solucidn 1. En cada ocasidén se rsalizd el contso
de células totales y mobrevivencia de las mismas por medio del
método de exclusidn de azul de tripano. Se dizeNaron tres
experinentos distintos. En cada uno de wellcos se variaron los
tiempos de incubacién, concentracién cel v.i.rus con respecto a ia
concentracidn celular, etc; para todos los cascs, las células
fyeran transplantadas en ratas previamentes ln.lon-das. Cvianse
trabajos 1 y 25, las cuales i858 dias despuds fueron sacrificadax y
procesadas para su observacidn (fijacidn JIintracardiaca con

paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 0.1% en buffer fosfatos
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0.1M, pH 7.4, salina 0.15M; tincidn para vicleta de cresilod.
Experimento 1.

En un valumen final de 1 ml. se nDezclaron 10 ul de 1la
suspensidn de células Caproximadamente 1x10>, 100 1 de wvirus
marcados con oro, sclucidn 1 y 10 mM de CaCl, Esta mezcla se
incubd a 3I7C, en ag.lt.acibn moderada, por una hora; despuds se
centrifugd a 780 r.p.m., a 4*C por un nminuto ¥y se descartd l..\
scbrenadante. Ezsta coperacidn se repitié una vez mis. Finalmente,
las células sSe resuspendieron en salina estéril 0.18 M, para ser
transplantadas en el estriado lesionado de una rata adulta C10
on cada estriadod. Comc control se siguid el ‘proc.dllli.nto
anterior, pero sexcluyendo 1la adicidn de los virus marcados,
Exparisento 2

Se incubaron un mismc nGmero de célulaz C1x10 en 10 uld en
presencia de diluciocnes crecientex de virus marcados con oro
€1:100, 1:10, 1:3, 1:2 y 1:1 & alicunta completa ¥ on ausencia de
virus marcadcl. El procedimiento de incubacidn fus equivalente al
del experimento 1; 10 ul de cada dilucidén fue administrado en uno
de los dos estriados de ratas previamente lesicnada. de tal manera
que log sujetos quedaron distribuidos de la siguiente manera:

Rata Estriado Izquierdo Estriado derecho
i 1:1 1:2
a 1:8 1:10
a 1:100 o



Experimento 3

En este experimento, se variaron los tiempos de incubacidn en
18 y 30 minutos; los cantroles en este caso :;.- incubaron una'hnra
con © £in cépsides marcadas con coro. Los transplantes se
elaboraron de manera unilateral en sujetos previamente lesicnados
on ol estriado.
RAESULTADON

En el experimento 1, =e cobservaron gran cantidad de células
formando grupos al momento de incubarlas con las cépsides marcadas
can oro. Al inicico del experimento se contaba con una viabilidad
del 30% (de un total de 1x10 células/mld, y dos horas después al
momento de tranplantar se contaba con una viabilidad de 273% on las
chiulas incubadas =in virus, y nula la viabilidad en aquelias
incubadas con #l virus marcado. El tejido trar;-planbndo dej& de
manifieste los resultados anteriocres: ol sitico donde se
transplantaron las células incubadas sin virus, pressnté un tejido
eon mal estado, aunque se lograban observar algunas células dentro
de una reticula de tejido caonectivo; en cambio, en el s.l.it.{o donde
se depositaron las células incubadas con virus marcados con oro se
oh..rvnroﬁ tnicamente células dafladas con oro en 3u interior,
aunque tambhién pudiercon reconccerse agregados de oro distribuidos
on la zoha de inyeccidn de lax células.Cver Fig. IVW.

Pensandoc en ﬁu. la concentracién de virus marcados esjercia
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una aglutinacidn excesiva ¥y smuerte de laxs célul as decidimes probar
diferanten diluciones del virus. En la anica dilucidén en gue fue
Pposible apreciar algin tesjido en buen estado, fus en l1a mayor de
ellas, osto o5, on la dilucidn 1:100. A pesar de que las células
carecian de un aspectoc saludable, podian observarse integras y
can particulas de orc en su dinterior. Tapmbién se cbservd 1a
sxistencia de célulaxs marcadas que parecian salir del sgitio de
inyeccidn del transplante, e inclusive formaban una via a través
del cuerpo calloso, » incorporarse al estriado que habia recibido
célulasg incubadas en ausencia de virus.CFig. IVbo.

Finalmente para incrementar la supsrvivencia de las células
incubadas se disminuyd el tiempo de incubacidn en el virus con los
siguientes resultados: al finalizar la incubacidn lax célulasx, sin
virus obtuvieron un 294 de viabilidad, en dos horas totales de
incubacidn, y para el mizmo tiempo c:;n incubaciédn en virus se
obtuvo un 4% de viabilidad; para una hora de incubacidén, 12%; para
30 minutos totales, 20%. MNorfoldgicamente, el tejido tenia un
aspecto de mayor integracidn conforme se disminuia el tiempo de
incubacién, aungue nunca pudieron cobservarse células totalmente
sanas CCcOn SUR ProcCesos Y SOoERA integrados en su totalidad coan el
resto del tejidcd. Cada vexr se repitid el marcaje del callosco,
inclunive se pudiercon identificar las células que portaban 1la
marca a través del calloso, ¥ SAE QUS NDSUrcnNas parecen ser células

gliales © macr&fagos, de acuerdo con las evidencias morfoldgicas.
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DIBCUSSON

Lo resultados cobtenidos por este conjunto de experimentos
dejan de manifiesto una falla notahle en el usc del virus sendai
para marcar las células de origen nervioso: la aglutinacién de
eostas células, al contacto con las capsides del virus, revelan una
acclién agresiva sn contra de las pembranas y on particular, con
los componentes glicoproteicos de las mismas. Esto se traduce en
Gltima instancia, en el dalico generalizado de la célula. Por otro
lado, la disminucidn dramitica del nimerc de células vivas durante
ol procedimiento, afirman Jlas assveraciones antes expusstas;
asinismo, osta disminucidn en la sobrevivencia, represanta un
factor negativo para el objetivo inicial, que o5 o1 de chtener
célul as marcadas capaces de integrarse adecuadamente al huésped., A
oste respecto, resultan menos agresivos los métodos utilizados .pr
otroe auvtores, comc marcadores fluorescentes o autorradiograficos
Chas ¥ Altman, 1971; Jones y Floetner, 10020, y que inclusive
resultan mas eficientes,

Por lo tanto deben cobservarse reservas en cuanto al uso de
osta técnica, en cuanto a un marcaje selsctivo de las células; es
muy probable que el preocedimiento original no tome en cuenta que
1a muerte y degsneracién de las células que ya hablan sido
marcadas, liberan las particulas de oro, con la consscuente
incorparacién de las mismas en células con gran capac.t:hd de

fagocitosis, como son los macrdfagos © algunas células gliales,



cuUyo or.tg_.n s localiza ez o1 huésped ¥y no las células
transpl antadas.

Comc en toda técnica, s¢ pusden establecer pros y coniras,
pero el dxito de una técnica radica, sin lugar a dudas, en suU
sencillez para ser manipulada, on su eficiencia y en la facilidad
para interpretar los resultados que de ella se cobtengan. Tenemos
agqui un ejemplo de una técnica que hasta ahora no ha podicdo ser
replicada por algin otro autor, y cuyos resultadozs son dificiles
de interpretar debido a las incdgnitas oariginadas por el daTio
morfolagico sufrido por las células Cinclusive cbhbeervadas en las
fotografias del articulo ariginald.

Muy probablemente, la caomplementaci&n de esta técnica con

otras alternativas, como son &l sarcaje flucwrescesnte o el marcaje

especifico de DNA. nos pusdan proveer de la informacidn requerida

on @) estudic de los transplantes de tejido cerebral fetal.



FIGURA IV

Fotomicrogralfias que musstran cortes transversales de cersbro

'd- rata que recibieron transplantes con células incubadas con
virus Sendai. a> Transplante con células incubadas Segan el

protocalo original.Cx102,. b3 Transplantes de estriado fetal despuéds
de 2 horas de incubacién con virus Sendai, dilucidn 1:100 CT+VS,
¥y con buffer tris CTD, Las flechas indican loxs smitics sn donde
pueden cbservarse células marcadas con oro. Cxéd ’
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DISCUSTON GENERAL

Los transplantes de tejido cerebral fetal en el estriado
lesionado constituyen un modelo experimental sélido, por medic del
cual ha sido pozsible estudiar tanto la incaorporacidén funcional del
tejide neural epbrionarioco en el cerebro adulto, comn el
funciconamiento de una estructura tan compleja como lo o el
neceastriado.

Nus=z=tros datos nuestran que las lesiocnes eleciroliticas
bilaterales de la porcitn dorsal de la cabeza del caudado,
producen un deteriaorce en la adquisicidén del aprendizaje de
prevecidn pasiva. Esto cancusrda caon los resultados obtenidos por
varios autores CWyers, 10088; Winocur, 1074; Pradeo-Alcals, 1973,
.19903. en log que diversos tipos de lesiones del estriade producen
un impecimento marcado en el aprendizaje de diversas tareas
instrusentales, y entre estas, 1la prevencidén pasiva. Asimismo,
encoantramos que exte tipo de lesiones producen un aumento de la
actividad motaora, datos que corroboran lo .aﬁ:uost.o por Ungerstedt
¥ Arbuthnott C1970), Sanberg of al.Ci19780 ¥y Deckel ot al.Cl083D,
quienss cobservaron un aumento en la actividad motora despuss de
haber realizado lesiones con sustancias hourctésdcas.

Por otro lado, los transplantes de tejido cerebral fetal

generaron una recuperacidén selectiva. Asi, los transplantes de



sustancia nigra fetal, produjeron recuperacién en la actividad
motora, Ein smbargo no produjeron recuperacién en 1a habilidad
para aprendsr. Varice autcores han repartado que los transplantes
de sustancia nigra fetal reducen las nrmrnilldadn mot.oras creadas
por lesiones con neurotdxicos tales como el f&cido kainico o el
iboténico © por 8-0HDA CPerlow et al., 1G78; Bjirklund y Stensvi,
1078; Freed, 1083; Dunnett et al.. 19830,

Asimisme, se ha establecido que la dopamina esta asociada
can la regulacidn de la actividad motora (Ungerstedt, 1671ad. Con
baze ®n esta idea, algunos auvtores iniciaron los estudios sobre
transplantes de midula adrenal C(gue o conoccida por sus altas
cancentraciones de catecolaminas) en el estriado lesionado o en el
ventriculao lateral Cadyacente al estriadod CFreed et al., 18811,
con reaultades pomitives en cuante al restablecimiento de la
actividad motara. Inclusive este tipo de experimentos sentaron la
base para terapias sxperimentales de algunas esnfermedades motoras
on humanos, comnc lo o el Parkinson CQlson, 19684; Madrazo ot al.,
1067. En nuestro caso, los datos sugieren que l1la dopamina
cbservada cde manera indirecta, por medic de la inmunocitoquimica
para tiroxina hidroxilazsa en células y fibras dentro de los
transplantes de sustancia nigra., puede estar involucrada en la
recuperacidén de dicha funcidn.

Por otra parte, loz sujetes que recibieraon transplantes de

estriade fetal, recuperaron su capacidad para adqguirir ol



aprendizaje de prevencidén pasiva, A este respecto, nuestro trabajo
o ol (Mico que reporta la accién de este tLipo de transplantes
socbre la recuperacidén del aprendizaje en dicho paradigma. Isacson
y colaboradores (1084,190980, aplicaran tLtransplantes de estriado
fetal intaestriatalmente en ratas que, posterioroente recuperaron
1a habilidad para aprender., utilizando en este caso, @1 paradigma
del laberinto en T. Sin enmbargo, este tipo de tareas de
aprendizaje son un tanto diferentes a la tareas de prevencién
pasiva en cuanto a 1la motivacidn en la adquisicidn del
aprendizaje: en ol laberinto se utiliza un reforzador positivo, en
tanto que en la prevencidén pasiva como ya dijimos, se utiliza el
stess como estisulo condicionade y por lo tanto el reforzador es
negativo © de esvitacidn al estinmulo Cchoque eléctricod que =ze
presenta durante la adqguisicidn CWyers et al.,., 1988. De tal
forma, al hacer la comparacidn entre .st.o-s dos ejemplos ‘do
recuperacidn por transplantes, debenos tomar en consideracién que
on el estriado se guarda una caompartamentalizacién funcional
CWinocur, 1974; Graybiel y Ragsdale, 1G83; Prado-Alcalid et
al. ,i677>, por lo que debe elaborarse el anklisis del sitio ¥y
extensidn de la lesidén, ¥y de la administracién del transplante.

Fl mismo Isacson cuaaa: encusntra recuperacidn motora por
t.r.lnlplanm de estriadeo fetal. De tal manera que las diferencias
con RUSBLros resultados pueden ser interpretadas como diferencias

metodal dgicas. En nuestiros experimentos las lesiones producldis



eon slectrolitioas, diohas lesiones csomprendian la regién dorsal
de la cabesza de)l caudaco, en tantoc que Isacson lesiana con écido
iboténico en regiches mas centrales (pricticasents sntre la region
dorsal y ventral de la cabeza del estriadod.

Asimismo, las funciones de aprendizaje y de oemoria en el
estriado han sido relacionadas con el buen funcichnamiento de sus
vias calinérgicas CPrado-Alcalh, ot al., 1977; 1980;
PBermGdez~Rattonl et al., 18980, Comc ya s menciond on la seccidn
de resultados, los transplantes sstriatales mcstiraron una reacclién
positiva a la histoquimica para colinesterasa, en fibras y células
en tanto que los de sustancia nigra no mostraron reaccidn para la
histoguiaica. Aunque e precisco slaborar cuantificaciones de
acetilcalina o bloquecs colindrgicos farmacoldgicos. estos datos
sugieren que este tipco de transplantes Cestriatales), puedsn
posser acetilcalina y que de alguna un-rn ia pros;ncla de #sta
este involucrada en la recuperacién del aprendizaje de tareas
instrumentales.

Los resultados obtenidos para los transplantes de corteza
frantal fetal, esto o8, la persistencia en las deficiencias motora
y de aprendizaje, aGn despusés de desarrollade @1 transplante,
sugiere que debe existir especificidad del tejido en los procescs
de integracidan, A este respecto, Escobar ¥y calaboradores C1000)
efectuaron transplantes homotépicos y hetercotdpicos sn la corteza

gustativa, y encontraron gue sdlo los tranplantes homotépicos



fusron capaces de integrarse adecuadaments al huésped, ademnis de
promover la recuperacién funcional. De hecho, estos autores
reportaron gqgue los transplantes hesterotépicos en la corteza
gustativa mostraron un detericoro morfolégico marcado. En
contraste, los tranzsplantes de corteza frontal mostraron una
integracidn adecuada e inclusive algunas de sus cédlulas resultaron
ser positivas para la histoquimica para colinesterasa; sin embargo
debe tomarse en cuenta el grado de madurezr de la cortera con
respectic al estriado de la misma sedad €18 dias de gestaciénd. El
grado de madurez es pricticamente sindnime de especializacidn
CSeiger, 108%0. Asi, en el caso de la corteza, atn podrian variar
sus rutazs metabdlicas y su funcionalidad con mayor facilidad
Ctedricad que el tejido estriatal o el nigral. De tal manera,
podiriamos pensar que las interaccicones tré&ficas sntre 1 huédsped y
el transplante podrian desviar l1la diferenciacién de la corteza
hacia otro tipo de estructura o de produccidn de sustanclas
newogquinicas, Este tipo de influenciazs se han logrado observar en
neurcnas on cultive; asi, s ha demostrado que las neuronas gue en
estadoe adulto son predominantemente cateccolaminérgicas, durante su
desarrallc tempranc pusdesn ser influenciadas por el factor de
crecimientoc neuronal ¥y . transformarse on calindrgicas. <
llaqdy—(:orbot.t Qt al., 1981, 1982; MaclIntosh, lmé;undis y Keefe,
1063; Vardn et al., 980D

Otro aspectc relevante, o= el relacionado con el sitio de



depisitco del transplante; al respecto Dunnett y colaboradores
C1988>, han encontrado que la recuperacidén funcional depende dsl
‘.I.ugnr donde se ha colocado el transplante, as{, reportan que los
transplantet de sustancia nigra que son colocados en los
ventriculos laterales s&lo promueven la recyperacién motora de
ratas con lesicnes sstriatales en un 40%, en tanto que este mismo
tejido, calocado dentro del pardénquima estriatal, produce una
f.cuporac:lén practicamente total. El anflisis ¥y conparacidn de
nuestros datos, con estos hallazgos, correlaciona en cuanto a que
los transplantes de sustancia nigra se desarrallaron dentro del
eostriade huésped, sin exbargo, leos transplantes de estriado fetal
se desarrcollaron pricticamente en el ventricule Caunque en
conexdidn con el tejido huéspedd, perc promovisndo la recupsracidn
del aprendizaje. Azimismo, los transplantes de corteza se ubicaron
sienpre en contacto can =l huésped ¥y no promovieron l1a
rr-cuporac.tﬁn funcianal ‘d- las ratas. Estoc sugiere que esxisten
diferencias entre cada uno de los tejidos, ¥ su respuesta a los
- factores de su medic ambiente., por lo que podemas inferir. que
para cada modelo, es precisc el estudic minucioso, antes de
realizar generalizaciones.

. En conclusidédn, este trabajo ha demostrado:

I. Los transplantes de sustancia nigra fetal, promueven l1la
rtcup.ricién de las ancrmalidades motoras de ratas con lesiones

slectraliticas en el estriadeo dorsal. Esto se relaciona con la



aparicién de célulag Yy fibras inmuncoreactivas para tirosina
hidrocodlasa.

Ir.Los transpl antes de estriado fetal Pronusven la
recuperacién de ratas con lesicnes estriatales en cuantc a sus
deficiencias en el aprendizaje. Estos transplantes cantiensn una
fuerte reaccién histogquimica para colinesterasa.

IIXI. Los dos apartados antericres sugieren una correlacidnentre
la recupsracidén funcional y ¢l nsurcotransmisor predominante en
cada tipo de transplante Cdopanina v acetilcolina,
respecti vamented.

IV. Los transplantes de corteza no promovieron la recuperacidén
funcional de los sujetos, lo que .ind.léa la necesidad do un tejido
especifico para que se establezca l1la recuperacidn fux;c.ima.l. Sin
exbargo, la presencia de reaccién positiva para la histoquimsica de
colinesterasa, s-uc.l.r- que esta enzima bien podria ostar
involucrada eon procesos diferentes a los de 3u accidn enzimbtica,
comc por e®jemplo, accicnes trdéaficas. Por dliimo, estos resultados
snfatizan que la accidn promotora de la recuperacién funcional par

 parte de los transplantes necesariamente o2 multifactorial.
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