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RESUMEN:

Al transplantar la médula adrenal al estriado denervado de dopamina existe escasa
sobrevivencia del tejido implantado, limitando la capacidad del transplante para reducir las
deficiencias motoras en animales experimentales. En el presente estudio se estableci6 la
correlacion entre las deficiencias motoras, el sitio de implantacioén y la sobrevivencia de
los transplantes de médula adrenal fetal. Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar que
mostraron giro inducido (200 o mas giros durante un periodo de 30 minutos) ante la
aplicacion de apomorfina (0.25mg/kg i.p.), después de la inyeccion unilateral de 6-
hidroxidopamina en el haz medial del cerebro anterior. Un mes después de la denervacion
se formaron 3 grupos a los que se implanté tejido obtenido de la médula adrenal fetal:
Grupo ventriculo (n=9) - se inyecté 1pul de tejido al ventriculo lateral ipsilateral a la lesion,
Grupo Caudado 1(n=8) - se inyectd 1ul de tejido en el interior del parénquima del nicleo
caudado ipsilateral a la lesion; y en el grupo Caudado 5 (n=9) - se inyectaron 5ul de tejido
en el interior del parénquima del nucleo caudado ipsilateral a la lesiéon. Se realizaron
pruebas de giro inducido por apomorfina durante las semanas 2, 4, 6 y 8 postransplante.
Posteriormente se sacrificé a los animales y se realizé el analisis histolégico en cortes
seriados en donde se localizé el transplante mediante inmunocitoquimica para tirosina
hidroxilasa. Con la ayuda de un programa de analisis de imagenes se calcul6 el volumen
del tejido transplantado remanente, asi como el numero y tamano de las células
inmunorreactivas dentro del implante. Nuestros resultados muestran que la conducta de
giro alcanz6 porcentajes de cambio de cerca del -11% en los tres grupos, sin diferencias
estadisticamente significativas intra y entre grupos. En el grupo con transplante en el
ventriculo se presenté el mayor volumen de tejido remanente, el mayor nimero de células
tefiidas y las células con soma de mayor area; mientras que entre los grupos con el
transplante colocado dentro del parénquima estriatal no hubo diferencias significativas.
Estos resultados muestran que a pesar de que los transplantes colocados en el ventriculo
lateral crecen mejor, sus efectos funcionales al igual que los efectos ejercidos por los
transplantes colocados en el parénquima estriatal no son significativos.

Las diferencias respecto al desarrollo del transplante (el volumen del tejido, la
cantidad de células inmunorreactivas a TH y el tamario del soma de éstas) entre ambos
lugares de colocacion del tejido adrenal puede estar relacionado con la existencia de
nutrientes en el medio que llegan en mayor cantidad al tejido colocado en el ventriculo,
mientras que el tejido transplantado estriatalmente presenta un escaso desarrollo debido
a la limitada cantidad de nutrientes a la que tiene acceso el tejido, ya que la
vascularizacién del tejido no es inmediata al implante.



INTRODUCCION

La muerte celular en el sistema nervioso, usualmente se traduce en la
manifestacion de algunas enfermedades. Los ganglios basales son frecuentemente
afectados por procesos neurodegenerativos, que se manifiestan como transtornos del
movimiento. Los ganglios basales son un conjunto de nicleos cerebrales estrechamente
interconectados los cuales son el mayor eslabén subcortical entre las areas sensoriales
y motoras de la corteza cerebral, y son un sitio de convergencia e integracién de diversas
aferencias (DelLong, 1974). Entre las enfermedades neurodegenerativas que afectan a los
ganglios basales se encuentra la enfermedad de Parkinson, la cual tiene como
caracteristica principal la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra
compacta.

Con el fin de contar con un modelo experimental de la enfermedad de Parkinson,
es posible inducir en animales la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas, mediante
la inyeccion de la neurotoxina 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA). La inyeccién unilateral de 6-
OHDA en el haz nigro-estriatal de la rata produce alteraciones posturales en el lado
lesionado. Si el animal es inyectado con agonistas dopaminérgicos comienza a rotar
(conducta de "giro"). Siendo ésta una medida del grado de denervacién dopaminérgica
estriatal facil de registrar.

Para disminuir las alteraciones motoras producidas por la enfermedad de Parkinson
se emplea la L-DOPA, un precursor bioquimico de la dopamina; el cual compensa, al
menos temporalmente, los déficits motores ligados a dicha enfermedad. Sin embargo, con
el paso del tiempo el efecto benéfico de la L-DOPA se vuelve deficiente, por lo que en
algunos casos se hace necesario recurir a un tratamiento alternativo.

Se ha considerado que el efecto benéfico temporal mostrado por el farmaco se
debe a que la enfermedad de Parkinson aun cuando se caracteriza principalmente por la
muerte de neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta y la consiguiente
pérdida de dopamina estrital, también implica un desbalance bioquimico que afecta a otras
de las estructuras que conforman los ganglios basales, y probablemente la aplicaciéon de

la L-Dopa no puede compensar todas las alteraciones en dichas estructuras. A pesar de
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ello el compensar la disminucion de la dopamina estriatal, es hasta el momento, el
tratamiento mas eficaz para disminuir los sintomas motores relacionados con dicha
enfermedad.

El otro método empleado en sujetos afectados con el modelo experimental o con
la enfermedad de Parkinson, es el transplante de tejido catecolaminérgico dentro del
cuerpo estriado o en areas adyacentes. El injerto de tejido catecolaminérgico ha mostrado
resultados contradictorios respecto a la recuperacion funcional de las personas y animales
transplantados, por lo que es necesario aprovechar el modelo experimental de dicha
enfermedad para realizar investigacion que arroje informacion sobre la enfermedad y los

tratamientos mas eficientes.
TRANSPLANTES AL SISTEMA NERVIOSO.

El primer intento por transplantar tejido nervioso al cerebro fue reportado en 1890
por Thompson quien transplanté piezas de corteza occipital de un perro adulto a otro, asi
como de gato adulto a perros adultos con resultados poco alentadores. Posteriormenete
una investigacion mas extensa fué realizada por Saltykow en 1905 quien quité y
reemplazo bloques de corteza cerebral en conejos adultos, encontrando sobrevivencia del
tejido transplantado después de 8 dias de la cirugia. Con resultados desalentadores Del
Conte en 1907 empleé tejido nervioso central de fetos de conejo y lo implanté en la
corteza cerebral de conejos adultos, reportando la presencia de masas de tejido sin
neuronas reconocibles. Los experimentos continuaron pero fue hasta 1930 cuando se
reportd que el tejido cerebral neonatal implantado en la cavidad anterior del ojo de la rata
sobrevive al transplante (May, 1930). Dicho modelo experimental proporcioné resultados
satisfactorios en cuanto a la viabilidad de los transplantes (May, 1945) llegando a ser uno
de los modelos mas empleados, arrojando valiosa informacién sobre el crecimiento y
regeneracion del tejido nervioso. Estas y muchas otras investigaciones dieron pie a que
surgiera el interés por realizar mas trabajos con el fin de abrir las posibilidades de emplear
tejido extraido del sistema nervioso y transplantarlo al sistema nervioso central com6 una

forma de generar conocimiento sobre la funcién, recuperacion, regeneracion y desarrollo



de conexiones en el sistema nervioso.

Los éxitos y fracasos obtenidos en la experimentacion con animales,
proporcionaron las bases para considerar los problemas que se deben enfrentar en la
implementacion de las técnicas y procedimientos de transplante al sistema nervioso.

En la actualidad, la técnica de transplante al sistema nervioso, es ampliamente
utilizada en el estudio experimental de las enfermedades neurodegenerativas con el fin

de inducir la recuperacién de funciones en animales.

Modelos experimentales de las enfermedades neurodegenerativas.

Diversos quimicos neurotoxicos han sido empleados como herramientas para
estudiar los mecanismos basicos que regulan la funcién neuronal a nivel celular, molecular
y conductual. El objetivo de su empleo, ha sido crear modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas detectadas en humanos. Entre las neurotoxinas selectivas que
pueden afectar a las neuronas catecolaminérgicas se encuentran el 1-metil-4,fenil-1,2,3,6,-
tetrahidropiridina (MPTP) y la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Winn, 1991), las cuales han
sido ampliamente utilizadas en animales experimentales con el fin de inducir un estado
deficiente de dopamina similar al observado en pacientes afectados por la enfermedad de

Parkinson.

MPTP

Mediante la administracién sistémica y prolongada de MPTP se puede desarrollar
en algunos mamiferos un sindrome neuroldgico con sintomas similares a los presentados
por personas afectadas con la enfermedad de Parkinson (Langston y cols., 1984).

Entre los organismos sensibles a esta neurotoxina se han reportado humanos,
gatos, perros, ratones y monos (Heikkila y cols., 1985; Johannessen y cols., 1985), siendo
las dos Ultimas especies las mas sensibles al efecto téxico. En roedores, la administracion
periférica del MPTP, o el i6n 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+) produce sélo una pérdida
parcial de la dopamina estriatal y no ocurren déficits motores persistentes. Cuando la

administracion del MPTP es sistémica disminuye el nimero de las neuronas nigrales
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inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa (TH) en un 80-95% -enzima limitante de la sintesis
de dopamina- y se reduce los niveles de dopamina estriatal y sus metabolitos causando
aquinesia (Hallman y cols., 1985; Heikkila y cols., 1984). La recuperacion de la aquinesia
y la reaparicion de neuronas nigrales inmunotefiidas con TH se presenta después de un
mes sin tratamiento, pero es hasta pasado un afio sin la administracién de la toxina
cuando se da la recuperacién del 60-100% de las neuronas (Donnan y cols., 1987; Nishi
y cols., 1989).

En monos la infusion del MPTP unilateral a través de las arterias carétidas produce
hemiparkinsonismo caracterizado por rigidez, temblor, bradiquinesia y heminegligencia.
Estos animales emiten conducta de giro espontanea unilateral que puede ser revertida por
la administracién sistematica de agonistas dopaminérgicos (Bankiewicz y cols., 1986).
Cuando en estos organismos se administra el MPTP de forma bilateral y sistematica se
producen severas deficiencias motoras como son bradiquinesia, aquinesia, rigidez
muscular, temblor y postura encorvada, deficiencias semejantes a las presentadas por los
humanos afectados con la enfermedad de Parkinson (Langston y cols., 1984; Carman y
cols., 1991). En primates el sindrome es irreversible espontaneamente, y se requiere el
tratamiento con farmacos agonistas dopaminérgicos para encontrar tendencia a la

recuparacion (Davis y cols., 1979).
6-OHDA

En 1971(a) Ungerstedt reportd los resultados de los experimentos en los cuales
empleando ratas, causé la destruccién unilateral de la substancia nigra compacta
mediante la inyeccion de la neurotoxina selectiva a catecolaminas 6-Hidroxidopamina (6-
OHDA). La deplecién selectiva de las neuronas dopaminérgicas se realiza con la inyeccion
de la neurotoxina en la substancia nigra o en la via nigroestriatal donde es incorporada al
interior de las neuronas dopaminérgicas a través de los sistemas de recaptura de
dopamina de alta afinidad, provocando la acumulacién intraneuronal de compuestos

citotoxicos que producen la degeneracion de las terminales axdnicas y los cuerpos



celulares (Heikkila y Cohen, 1971; Zigmond y cols., 1990).

Inmediatamente después de la lesidn las ratas muestran una tendencia espontanea
a caminar en circulo ("girar" o "rotar") hacia el lado de la lesién (ipsilateral). Se sabe que
la inyeccién de la neurotoxina 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior disminuye las
concentraciones de dopamina en el nucleo caudado hasta un 95% (Ungerstedt, 1971b).
Ademas de la degeneracion de las terminales dopaminérgicas en el estriado lesionado y
el giro espontaneo, se ha observado un sindrome conductual caracterizado por
negligencia sensorial contralateral a la lesion (Zager y Black, 1988; Borges, 1988; Becker,
y cols., 1990a).

Explorando la conducta motora a través del empleo de farmacos agonistas
dopaminérgicos, Ungerstedt (1971a) encontro que al aplicar agonistas directos como la
apomorfina las ratas inyectadas unilateralmente con 6-OHDA presentaban movimientos
rotatorios formando circulos hacia el lado contralateral a la lesion. Este hecho se explicé
a través de la proliferacién de receptores dopaminérgicos; fenémeno conocido como
hipersensibilidad por denervacion, y que surge a partir de la necesidad del sistema para
aprovechar la dopamina existente (Ungerstedt, 1971a; b; Christie y Crown, 1971; Miller y
Beninger, 1991), |

La conducta de giro también puede ser inducida con la administracion de
anfetaminas las cuales causan la liberacion de la dopamina en el caudado contralateral
a la lesion (Ungerstedt, 197 1b) de tal forma que el animal lesionado unilateralmente gira
tipicamente en direccion hacia donde el sistema dopaminérgico tiene la mayor actividad.

El numero de giros que el animal emite después del tratamiento se pueden
registrar sin dificultad (Segen y Pappas, 1988) y provee una estimacion confiable de la
extension de la deplecién de dopamina (Schmidt y cols., 1982). De tal forma, que si al
animal depletado unilateralmente se le administra apomorfina y se registra que emitié 100
0 mas giros en un periodo de 30 minutos se puede decir que la denervacién de dopamina
estriatal equivale al 95% del total (Ungerstedt, 1971a; Hefti y cols.,1980; Dravid y cols.,
1984).

Debido a lo relativamente sencillo de la aplicacion de la neurotoxina, mantenimiento
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y costo de los roedores, comparado con primates, asi como a la facilidad de registrar
conductualmente las alteraciones del sistema nigroestriatal, éste es uno de los modelos
mas empleado para investigar los aspectos relacionados con la neurodegeneracion y
recuperacion del sistema nervioso central. De hecho gran parte de los reportes sobre
transplantes intracerebrales se han realizado empleando el modelo en rata de la

enfermedad de Parkinson.

Transplantes dopaminérgicos en el modelo experimental de la enfermedad
de Parkinson.

El modelo propuesto por Ungerstedt fue aceptado rapidamente y es empleado
actualmente como uno de los modelos animales mas utilizados de la enfermedad de
Parkinson. Hacia 1979, dos estudios independientes, realizados por Perlow vy
colaboradores y por Bjérklund y Stenevi mostraron que el tejido fetal de mesencéfalo
ventral, el cual contiene la substancia nigra en desarrollo, al ser colocado en el ventriculo
ipsilateral a la lesion o en una cavidad dorsal en la cabeza del caudoputamen reduce las
deficiencias motoras, inducidas en ratas por la inyeccion de 6-OHDA en la via
nigroestriatal (Perlbw,y cols., 1979; Bjorklund y Stenevi, 1979). Posteriormente Freed y
colaboradores (1980) reportaron que las concentraciones de dopamina, se incrementan
en las zonas del nucleo caudado adyacentes al transplante, tales concentraciones estan
relacionadas con la disminucion del giro inducido. Dichos cambios persistieron hasta 6
meses después del transplante.

Los transplantes dopaminérgicos colocados en el estriado disminuyen los
transtornos motores en los animales denervados de la via dopaminérgica nigroestriatal.
Los cambios en las concentraciones de la dopamina estriatal se han demostrado en
ausencia relativa de conexién axonal directa entre el transplante y el cerebro receptor,
sugiriendo que el efecto funcional del transplante esta mediado por intercambio de
substancias entre ambos tejidos (Rosenstein y Brightman, 1978; Freed y cols., 1981;
Herrera-Marschitz y cols; 1984, Schneider y cols., 1994).

A pesar de lo anterior, se ha llegado a plantear que un aspecto fundamental para
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que el efecto funcional del transplante de tejido dopaminérgico sea significativo, es la
interconexion que se establece entre las células del tejido implantado y las neuronas del
caudado receptor (Freed y cols., 1984; Freund y cols., 1985). Los analisis morfolégicos
ultraestructurales muestran la presencia de contactos sinapticos normales del tejido
transplantado con las neuronas espinosas medianas del estriado receptor (Freund y cols.,
1985) poblacion neuronal predominante en el estriado (95%) (Fox y cols. 1971).

Aun cuando hay varios aspectos a considerar, los cuales se estan investigando,
diversos autores coinciden en sefalar que el aspecto mas importante para que el
transplante ejerza su efecto funcional es la sobrevivencia del tejido transplantado.
Desgraciadamente, antes, durante y después del transplante el tejido pasa por un proceso

en el que existen varios factores que afectan su sobrevivencia.

Factores que pueden afectar |la sobrevivencia del tejido
transplantado.

Origen del donador y sitio de colocacion del transplante.

Uno de los factores que puede afectar la sobrevivencia del tejido transplantado es
la procedencia del tejido a implantar, debido a que se puede presentar el rechazo del
transplante si los organismos no son genéticamente compatibles. Existen diversas
clasificaciones respecto al sitio de colocacion y procedencia del transplante, a
continuacién se sefialan las denominaciones mas comunes y su significado - basado en
la descripcion hecha por Freed y colaboradores (1984) - :

Transplante autolégo: el tejido proviene y se implanta en el mismo individuo.

Transplante sinérgico o isogénico: la procedencia y el implante se realizan entre
individuos genéticamente similares.

Transplante Homogénico: la procedencia y el implante del tejido se realiza entre
sujetos de la misma especie en los que no se conocen sus similitudes
genéticas.

Transplante Alogénico: el sujeto del que procede el tejido y el sujeto en que se



implanta son de la misma especie pero genéticamente distintos.

Transplante Heterogénico: el individuo donador y el individuo receptor son de

diferentes especies.

Transplante Xenogénicos: el sujeto donador y el individuo receptor son de diferente

orden.

Transplante homotépico: el tejido se coloca en la misma zona de la que se extrajo.

Transplante heterotopico: el tejido se coloca en una zona diferente de la que se

extrajo.

Cabe sedalar que en los dos primeros tipos de transplantes mencionados no se
corre el riesgo de que el organismo receptor rechace el transplante debido a la similitud
genética entre donador y receptor. Los dos tipos de transplantes sefalados al final se
combinan con las otras denominaciones, de tal forma que pueden hacerse transplantes
autélogos homotépicos o transplantes autélogos heterotopicos, etc.

Respecto al empleo de tejido isogenico en transplantes homotdpicos es importante
sefialar que se emplea frecuentemente con resultados alentadores respecto a la
integracion, la sobrevivencia celular y la recuperacion de funciones, como demuestran los
transplantes de cabdado fetal implantados en el caudado de animales adultos (Isacson
y cols., 1985; Walker y cols., 1987, Roberts y DiFiglia, 1988; Wictorin y cols., 1989; Zhou
y cols., 1989) o los transplantes de neuronas dopaminérgicas de rata al caudado adulto
de animales de la misma especie.

Cuando se realizan transplantes xenotépicos generalmente se realiza un
tratamiento previo durante y después del implante, administrando inmunosupresores para
disminuir las probabilidades de que el organismo receptor rechace el tejido transplantado.
Desgraciadamente el empleo de estos inmunosupresores tiene consecuencias negativas
para el organismo al disminuir las defensas y quedar expuesto a contraer diversas
enfermedades.

Con el fin de optimizar el empleo de tejido o células en alotransplantes o xeno
transplantes, sin la necesidad de aplicar inmunosupresores, se han empleado capsulas

de polimeros que son inmunolégicamente inertes y semipermeables, permitiendo la
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entrada de nutrientes y salida de constituyentes de bajo peso molecular (Emerich y cols.,
1992). Empleando el modelo experimental de la enfermedad de Parkinson se ha realizado
el implante de células productoras de dopamina provenientes de bovino contenidas en
capsulas de polimeros al caudado de ratas adultas, lograndose evitar el rechazo del
transplante y presentandose reduccion del giro inducido durante un lapso de 4 semanas
(Aebischer y cols., 1991).

Factores troficos.

Los factores de crecimiento neural son moléculas que apoyan la sobrevivencia de
las neuronas en desarrollo (Edgar y Barde, 1983). El interés en los factbres de crecimiento
surge por dos razones: la observacion de la muerte neuronal natural como un fenémeno
de rapido incremento durante el desarrollo de los vertebrados (Hamburger y Oppenheim,
1982); y por la evidencia de que las moléculas tréficas previenen la pérdida neuronal al
ser segregadas por el tejido circundante (Berg, 1982; Hamburger y Oppenheim, 1982).

Debido a la accion benéfica que han mostrado los factores de crecimiento se ha
abierto la posibilidad para emplearlos en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. En el caso especifico de las las neuronas dopaminérgicas se sabe
que tienen la habilidad de responder a factores tréficos, aunque se desconoce
especificamente a cuales (Tomozawa y Appel, 1986; Lindsay y cols., 1993; Carvey y cols.,
1993). Varios experimentos sugieren el posible aumento en el desarrollo de las fibras
dopaminérgicas provisto por la influencia tréfica derivada del cotransplante (Jaeger, 1986;
DeBeaurepaire y Freed, 1987; Watts y cols., 1990; Yurek y cols., 1990; Sladek y cols.,
1993a). Una evidencia clara de la importancia de la presencia de los factores de
crecimiento junto al tejido transplantado son los resultados reportados por Pezzoli y
colaboradores (1988) quienes transplantaron intraventricularmente células cromafines y
células no cromafines, ambas con infusion del factor de crecimiento nervioso (NGF),
encontrando que los dos tipos de tejido implantado reducen el giro inducido caracteristico
de los roedores depletados unilateralmente de dopamina estriatal. Sin embargo, la sola

infusion de NGF no es capaz de reducir el giro inducido en ratas con deplecion unilateral
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de la dopamina (Stromberg y cols., 1985; Olson y cols., 1985; Pezzoli y cols., 1988).
Se ha propuesto que la viabilidad de los transplantes de células cromafines a los
ganglios basales esta limitada por los bajos niveles de NGF en el estriado (Springer,
1988). En ratas, los transplantes de médula adrenal colocados en el estriado en presencia
de altas concentraciones de NGF, incrementan la sobrevivencia de células cromafines
significativamente (Bing y cols., 1988; Stromberg y cols., 1985). En cultivo, las células
cromafines acomparnadas de segmentos de nervio sural o expuestas a NGF exdgeno
muestran fenotipo neural e inmunorreactividad a TH (Kordower y cols., 1990). Puchacz y
colaboradores (1993) indicaron que la médula adrenal contiene bFGF el cual regula la
expresion de TH y de los genes para proencefalina en las células de la médula adrenal.
Desafortunadamente el potencial clinico del NGF y otros factores troficos en el
tratamiento de los desérdenes neurodegenerativos del sistema nervioso central es incierto

debido a su inhabilidad de cruzar la barrera hematoencefalica (Carswell, 1993).

Barrera Hematoencefalica.

Los transplantes intracerebrales, de cualquier area o tipo, después de ser
colocados ocasionan la alteracion de la barrera hematoencefalica, alteracion que deja
expuesto al tejido transplantado a quimicos, hormonas, y substancias transportadas por
el torrente sanguineo (Rosenstein, 1987; Broadwell y cols., 1991).

Se ha reportado que en los transplantes de células dopaminérgicas el desarrollo
del tejido es extremadamente limitado probablemente porque la interconexién entre el
transplante y el estriado se dificulta por la ruptura de la integridad fisica al colocar el
transplante, lo que deja al tejido transplantado sin los requerimientos nutricionales
necesarios para la sobrevivencia de las células contenidas en el nuevo medioambiente
(Freed y cols., 1984).

Para investigar el grado de alteracion de la barrera hematoencefalica y el tiempo
en que persiste dicha alteracion, se utiliza la inyeccién intravenosa de peroxidasa de
rabano, que al ser transportada por el torrente sanguineo puede llegar al cerebro y en
caso de existir alteraciones de la barrera hematoencefalica la peroxidasa se difunde en
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la zona afectada quedando como marcador. Empleando esta técnica se ha reportado la
reconstitucion de la barrera hematoencefalica hacia los 7-10 dias después del daro
mecanico causado por falsos transplantes insertando la punta de una jeringa en el
parénquima del nucleo caudado o en el tercer ventriculo de ratas. Sin embargo, al
transplantar tejido proveniente de la substancia nigra fetal, en bloque o células en
suspensién y colocarlos en el nucleo caudado o el tercer ventriculo se presentan
evidencias de alteracion de la barrera hematoencefalica 21 dias postransplante (Broadwell
y cols., 1991). Observaciones en el microscépio electronico revelan que después del
transplante de médula adrenal hacia los tres (Kordower y cols., 1990) y nueve meses
(Rosenstein, 1987) persiste la alteracidén de la barrera hematoencefalica, permitiendo el
acceso de la peroxidasa de rabano al area del transplante. Sin embargo, mediante el
implante de tejido neural fetal en suspension Geist y colaboradores (1991) reportan que
a los 6 meses de haber colocado intracerebralmente el tejido neural no hay evidencias de

alteracion de la barrera hematoencefalica.

Edad del sujeto donador.

Se ha reportado que el tejido derivado del sistema nervioso muestra una
sobrevivencia optima postransplante cuando las células del tejido transplantado son
embrionarias o se encuentran en estado activo de neurogénesis (Stenevi y cols., 1976;
Das y cols., 1979), en el momento en que la mitosis se ha completado y las células
comienzan la fase de desarrollo neuritico (Dunnett, 1992).

La edad del sujeto donador es un factor también importante en los transplantes de
células dopaminérgicas al neoestriado denervado de catecolaminas, de tal forma que
cuanto mas joven es el sujeto del que se extrae el tejido, las posibilidades de que
sobreviva el injerto son mayores (Lauder y Bloom 1974; Freed y cols, 1986; Brundin y
cols., 1988; Nishino y cols.,1988), aparentemente, sin importar la edad del animal receptor
(Chkirate, y cols., 1993). Sin embargo se ha reportado que entre mas joven es el receptor,
se puede favorecer la sobrevivencia de las células transplantadas y el crecimiento de

fibras inmunorreactivas a TH adyacentes al transplante (Date y cols.,1990).
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El tejido humano en suspension proveniente de mesencéfalo fetal sobrevive en el
estriado denervado de dopamina de la rata por mayor tiempo, cuando es extraido de fetos
con edades entre 6.5-8 semanas de gestacion, en comparacién con el tejido extraido de
fetos con 11.5 semanas de gestacién, presentando mayor sobrevivencia de células
implantadas inmonorreactivas a TH, mayor extensién en redes de fibras tefiidas con TH
y disminucién mas pronunciada en el numero de giros inducidos por apomorfina o
anfetaminas (Brundin y cols., 1988).

Estudiando el efecto funcional de los transplantes de mesencéfalo extraido de fetos
de diferentes edades y colocado en el ventriculo lateral de ratas lesionadas
unilateralmente con 6-OHDA, se ha reportado que el mejor efecto, respecto a la
disminucién de la conducta de giro inducida por agentes quimicos, se encuentra cuando
el tejido es extraido entre los 11-17 dias de gestacién, ya que posteriormente la
substancia nigra implantada pierde muchas de sus propiedades para ejercer efectos

funcionales (Simonds y Freed, 1990).

Crioconservacion del tejido.

Con el fin de incrementar las posibilidades de realizar transplantes con tejido fetal
se ha investigado la viabilidad del empleo de tejido mesencefalico fetal mantenido en
crioconservacion. Con este propoésito se han llevado a cabo experimentos con monos a
los que se les implanté el tejido humano crioconservado; estudiandose la sobrevivencia
de las células inmunorreactivas a TH se ha reportado que hay sobrevivencia en los
transplantes en los que se empleo tejido que estuvo hasta 2 meses en crioconservacion,
pero en menor porcentaje que cuando el transplante es con células recién extraidas del
donador (Redmond y cols., 1988; Frodl y cols., 1994).

El tejido mesencefalico fetal humano criopreservado también ha sido implantado
en el estriado de humanos afectados por la enfermedad de Parkinson, con resultados
favorables durante un afo de seguimiento de los casos, tiempo durante el cual los

pacientes mostraron recuperacion funcional en el desempefio de actividades cotidianas,
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y restauracion de la sintesis bilateral de fluorodopa tritiada -mostrada mediante tomografia

por emision de positrones- (Spencer y cols., 1992).

Efecto de la crioconservacién del tejido sobre la conservaciéon del volumen
del transplante, la sobrevivencia celular y el efecto funcional de los
transplantes dopaminérgicos.

La crioconservacion del tejido puede afectar la sobrevivencia del transplante. Con
el empleo de mesencéfalo fetal humano crioconservado por un afio y posteriormente
implantado intraestriatalmente en ratas con el modelo esperimental de la enfermedad de
Parkinson, se ha reportado menor sobrevivencia celular acompafiada de escasos
procesos neuriticos positivos a TH y sin cambios en el giro inducido, al comparar con
animales a los que se transplanté con tejido fresco en suspension (Collier y cols., 1993).
Por otro lado, cuando el tejido ha sido cultivado durante 1 semana y se transplanta
intraestriatalmente en ratas adultas se observa la sobrevivencia y extension de fibras en
el area de implante, sin presentar diferencias con transplantes no cultivados (Sorensen
y cols., 1994).

Después del transplante intraestriatal de mesencéfalo fetal humano crioconservado
o fresco en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, Frodl y colaboradores (1994)
reportan la disminucién de la asimetria motora en los animales con transplante de tejido
fresco, disminucién que se relacioné con el volumen del transplante y el tamario de las
céluas inmunorreactivas a TH sobrevivientes, de tal forma que cuando el tejido se implantd
fresco el volumen ocupado por el transplante fue de 0.947+0.23 mm® conteniendo
31101789 células cuya area promedio fue de 1963.5um? Cuando el tejido se mantuvo en
congelacion el volumen ocupado por el transplante fue de 0.055+0.03 mm?® conteniendo
3974269 células con area promedio fue de 1140.09um? desafortunadamente en este
reporte no se aclara cual fue el volumen inicial transplantado.

Se ha reportado que después de 40 dias, en los transplantes de tejido mesencefalico
fetal crioconservado, la sobrevivencia de células inmunotefiidas a TH fue de 9234138

células en transplantes que conservaron en promedio un volumen de 0.29+0.04 mm?.
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Estos resultados fueron inferiores a los registrados en transplantes de tejido fresco en

fragmentos o en suspensién (Sauer y cols., 1992).

Vascularizacion del tejido {ransplantado.

Los transplantes al cerebro pueden ser colocados como piezas sélidas "bloque",
o células disociadas "suspension". Para implantar el tejido en bloque, se requiere que el
sitio de transplante seleccionado cuente con una amplia vascularizaciéon para asi aumentar
las probabilidades de sobrevivencia celular (Stenevi y cols., 1976; Dunnett, 1992). Los
mayores indices de sobrevivencia en transplante de tejido en "bloque" se logran al colocar
el tejido en los ventriculos laterales, probablemente debido a que en esta zona hay mayor
cantidad de nutrientes que en el parénquima estriatal (Rosenstein y Brightman, 1978;
Perlow y cols., 1979; Freed y cols., 1980). Otra forma, por medio de la cual se ha logrado
incrementar las probabilidades de sobrevivencia, es hacer previamente una cavidad en
el area receptora e implantar el tejido una vez transcurridas de 3 a 6 semanas. Se piensa
que en estas condiciones la sobrevivencia se incrementa debido a que se forma un lecho
vascular sobre el que se deposita el tejido (Bjorklund y Stenevi, 1979; Mahalik y cols.,
1985: Dunnett, 1992).

Para el transplante de células en suspensioén, las células se disocian a partir de
fragmentos de tejido del area de interés y se inyectan a la zona deseada. Ademas se
puede combinar con algunos meétodos para seleccionar las células de interés. Esta forma
de transplante presenta la ventaja de que en un menor volumen se tienen mas células
dopaminérgicas, ademas de que se puede controlar con facilidad el volumen de tejido a
emplear.

Algunos autores han sefalado que las células disociadas sobreviven al transplante
cuando son incorporadas al parénquima estriatal (Dunnett, 1992; Heim y cols., 1993),
sobrevivencia que se ha relacionado con la vascularizacion del tejido implantado. Se ha
propuesto que la vascularizacion se facilita por que las células injertadas al estar
disociadas se integran al cerebro anfitrion con mayor facilidad (Dunnett, 1992; Leigh y
cols., 1994).
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Investigando el proceso de vascularizacion del tejido transplantado Broadwell y
colaboradores (1991) disecaron bloques de cerebro de ratones con edad gestacional de
13 a 21 dias, bloques en los que localizaron vasos sanguineos y los transplantaron en el
parénquima estriatal de ratones adultos. Encontrando 7 dias después del transplante
amplias redes de vasos sanguineos contenidos en el tejido transplantado que se
integraban homogéneamente a las redes formadas por los vasos sanquineos del estriado
receptor. Por otro lado, Leigh y colaboradores (1994) implantaron en el estriado de ratas
adultas tejido fetal mesencefalico disociado, reportando que hacia las 3 semanas de haber
transplantado se localizan dentro del transplante vasos sanguineos con densidad y
diametro similar a los vasos sanguineos encontrados en el estriado intacto, mientras que
al colocar el tejido en piezas sélidas ambas caracteristicas -densidad y diametro- fueron

significativamente menores.
Otras estirpes celulares.

Con el fin de optimizar la recuperacion funcional al transplantar en el modelo
experimental de la enfermedad de Parkinson, se han desarrollado diversas estirpes
celulares que mediante la modificacion genética o seleccion especifica producen
substancias consideradas relevantes en la sobrevivencia del transplante o en la
recuperacion dopaminérgica.

Las estirpes modificadas genéticamente se han empleado transplantandolas solas
o en cotransplantes. Asi, Horellou y colaboradores (1990) obtuvieron neuroblastomas de
las células NS20Y las cuales sintetizan so6lo L-Dopa y células neuroendocrinas AtT-20 las
cuales producen dopamina y las transplantaron en ratas, encontrando que ambos tipos
de transplantes disminuyen el giro inducido por apomorfina.

Empleando fibroblastos modificados genéticamente para producir DOPA -precursor
dopaminérgico- y dopamina, se realizaron transplantes estriatales, reportandose el
decremento en el giro inducido por apomorfina en ratas denervadas de dopamina
unilateralmente, pero sin cambios al comparar los giros inducidos al aplicar anfetamina

antes y después del transplante (Horellou y cols., 1991). Con la implantacion intraestriatal
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de células modificadas para producir tirosina hidroxilasa se ha reportado disminucién del
giro inducido pero sélo durante un periiodo de 5 semanas (Jiao y cols., 1993).

Otra estirpe de células dopaminérgicas son las conocidas como PC12, las cuales
al ser transplantadas en el estriado de ratas con denervacion dopaminérgica logran la
disminucion del giro inducido por periodos de 3 a 4 semanas, tiempo después del cual
el giro regresa a niveles preoperatorios, a pesar de la presencia de los metabolitos
dopaminérgicos DOPAC y acido homovanilico, registrado por dialisis en el area receptora,
o la sobrevivencia de células inmunorreactivas a TH en el tejido transplantado (Winn y
cols., 1991; Hori y cols., 1993).

En monos tratados con la neurotoxina MPTP, el implante en el caudo-putamen de
capsulas de polimeros conteniendo células PC12, ha mostrado que 6.5 meses después
del transplante se registra recuperacién funcional en los animales, después de sacrificar
a éstos se encontraron células viables contenidas en las capsulas recuperadas (Kordower
y cols., 1995).

Cotransplantes.

Con el propésito de incrementar la sobrevivencia de las células dopaminérgic:as
transplantadas al neoestriado, se han realizado cotransplantes de médula adrenal y tejido
que se conoce contiene factores troficos. Asi, Doering (1992) después de realizar
cotransplante de células cromafines en suspension y segmentos de nervio periférico, en
el caudado de ratas denervadas unilateralmente de dopamina estriatal, reporta la
sobrevivencia del 100% de las células 6 meses postransplante. Células que presentaron
inmunotincion a TH, dopamina beta hidroxilasa y al receptor de baja afinidad al NGF; y
que histolégicamente conservaron las caracteristicas ultraestructurales que normalmente
presentan in vivo.

Utilizando cotransplantes del mismo tipo, en ratones pretratados con la neurotoxina
MPTP se ha reportado la presencia de células inmunotefiidas a dopamina en el tejido
transplantado, ademas de la presencia de fibras inmunotefiidas a dopamina adyacentes

al area del transplante hacia los 12 meses después de la cirugia. La medicién de los
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niveles de dopamina extracelular revelé el incremento de las cantidades de dopamina en
el caudado receptor hasta un mes después del transplante, con retorno hacia los 3 meses
a niveles similares a los presentados en animales control, manteniéndose en niveles
normales hasta 12 meses después del transplante (Date y cols., 1993).

Utilizando astrocitos manipulados genéticamente para producir el NGF en cocultivo
con células cromafines, se observé un extenso crecimiento neuritico y amplia
sobrevivencia celular. Al realizar el cotransplante de estas células al estriado de ratas
denervadas unilateralmente de dopamina se registré la triplicacién del nimero de células
sobrevivientes, comparando con transplantes donde se emplearon s6lamente células
cromafines (Cunningham y cols., 1991). Posteriormente, empleando ratas depletadas
unilateralmente de dopamina estriatal Cunningham y colaboradores (1994), implantaron
intraestriatalmente una suspensién que contenia médula adrenal y astrocitos que
expresaban NGF, hacia las 10 semanas postransplante las células cromafines mostraron
crecimiento neuritico extenso y sobrevivencia celular de 5 a 12 veces mayor que el
observado en los transplantes de células cromafines solas, ademas de que se presentd
la disminucién del 60% del giro inducido por apomorfina.

En ratas denervadas unilateralimente de dopamina estriatal se han realizado
cotransplantes empleando fibroblastos productores del bFGF junto con neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas (Takayama y cols., 1995) o células cromafines (Chalmers
y cols., 1995), presentandose un crecimiento mayor y ramificacion de las células
sobrevivientes en los transplantes en contacto con los fibroblastos productores del bFGF.
Sin embargo, el efecto funcional se registré s6lo en el grupo transplantado con las
neuronas dopaminérgicas. Por otra parte Haque y colaboradores (1995), empleando el
mismo procedimiento que Takayama y colaboradores (op. cit.), reportan igual nimero de
neuronas inmunorreactivas a TH sobrevivientes en transplantes de células
dopaminérgicas y en células dopaminérgicas en cotransplantes con células productoras
de bFGF, encontrando reduccién en el giro inducido por apomorfina sélo en los animales

con transplantes dopaminérgicos.
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Efecto de los Factores tréficos sobre el volumen del transplante, la
sobrevivencia celular y el efecto funcional de los transplantes
dopaminérgicos.

Stromberg y colaboradores (1985) reportan que en ratas el transplante intraestriatal
de médula adrenal fetal en bloque, presenta sobrevivencia de 127+29 de células
cromafines después de tres meses de realizado el implante, pero la sobrevivencia se
incrementa a mas del triple (4491103 células) cuando se realiza infusion continua de NGF
al transplante, infusion que ayuda a que las células presenten procesos neuriticos. Al igual
que en otros experimentos, se encontré relacién entre el aumento en el nimero de células
sobrevivientes en el transplante y la disminuciéon del nimero de giros. Estos autores
sefialan que el numero de células sobrevivientes en los distintos grupos de ratas
transplantadas no varié con el transcurso del tiempo, por lo que postulan que la mayor
pérdida celular ocurre durante y/o inmediatamente después del transplante.

Se ha feportado que una vez transcurridos 3 meses después del transplante de la
médula adrenal del ratén adulto implantado en el nucleo caudado de ratones intactos, el
volumen del tejido postransplante en el mejor de los casos fué de 0.0045+0.0005 mm?,
conteniendo células inmunotefiidas a TH con somas de volumen de 512+17.9um?®. El
volumen del tejido y el volumen de los somas de las células contenidas en el transplante
se incrementaron cerca del 50% mediante la infusion de factores tréficos, de tal forma que
al aplicar NGF el volumen del transplante se incrementé a 0.0067+0.0002 mm?® y el

volumen de los somas celulares aument6 a 802+26.3um® (Jousselin-Hosaja, 1993).

Efecto de los inactivantes de radicales libres sobre el volumen del
transplante, la sobrevivencia celular y el efecto funcional de los transplantes
dopaminérgicos.

Empleando el modelo experimental de la enfermedad de Parkinson en la rata se
realizé el implante intraestriatal de mesenceéfalo fetal extraido de raton, encontrandose que
la sobrevivencia de las neuronas inmunoreactivas a TH fue alrededor de 310 células

ocupando un volumen de 0.697mm?, cifras que se incrementaron marcadamente cuando
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el implante se realizé con tejido de ratones transgénicos (1250 células en un volumen de
0.812mm?), que producian cerca de 3 veces mas la enzima superoxidasa dismutasa

(enzima encargada de inactivar a los radicales libres) (Nakao y cols., 1995).

Sobrevivencia celular y efectos funcionales de los transplantes
dopaminérgicos en el modelo animal y en la enfermedad de
Parkinson.

Transplante de mesencéfalo ventral en el modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson.

Los transplantes de substancia nigra fetal colocados en el parénquima del cuerpo
estriado de ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, pueden compensar algunas de
las deficiencias motoras observadas en estos animales (Perlow y cols., 1979; Dunnett y
cols., 1980; Bjorklund y cols., 1980; Freed y cols., 1980; Harman, 1985; Mahalik y cols.,
1985; Nishino y cols., 1986a; Walters y cols., 1992; Wang y cols., 1994).

El implante de mesencéfalo fetal humano en ratas con el modelo experimental de
la enfermedad de Parkinson ha presentado resultados diversos. Walters y colaboradores
(1992) reportan sobrevivencia de algunas de las células transplantadas y disminucién del
giro inducido por apomorfina en pruebas realizadas durante un periodo de 6 meses. Con
el mismo tipo de transplantes colocado ipsilateralmente en el ventriculo de ratas
depletadas unilateralmente de dopamina, se ha reportado la disminucion del giro inducido
por apomorfina hacia las dos semanas postransplante, con revertimiento del giro a niveles
preoperatorios después de 7 meses (Stromberg y cols., 1995).

La observacion con microscopio de luz de los transplantes de mesencéfalo fetal
colocados intraestriatalmente ha revelado la presencia de fibras catecolaminérgicas
(Perlow y cols., 1979; Bjorklund y cols., 1980; Gage y cols., 1983; Nishino y cols., 1986b),
que al parecer se desarrollan siguiendo un proceso temporal. Asi Clarke y colaboradores

(1988) reportan la presencia de células inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa a las 8
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semanas postransplante, pero con pocas fibras o sin ellas, mientras que en animales
sacrificados hacia las 20 semanas después del transplante las fibras proliferan en la zona
circundante al transplante.

Midiendo por dialisis la cantidad de dopamina en el caudado de monos tratados
bilateralmente con MPTP y transplantados con tejido proveniente de mesencéfalo fetal se
encontré un aumento del 24-50% en la dopamina en las zonas adyacentes al lugar del
transplante, al comparar con el caudado contralateral. La sobrevivencia de los implantes
fue de 550 - 15000 células inmunorreactivas a TH; las cuales ocupaban entre el 3 y el 8%
del area del caudado receptor. Los resultados mas favorables respecto a la sobrevivencia
se presentaron en animales que recibieron tejido de donadores con menor edad de
gestacion (Sladek y cols., 1993b). En los monos tratados con MPTP a distintas edades,
se registran mejoras conductuales sélo cuando se ha implantado tejido dopaminérgico que
posteriormente muestra indicios de sobrevivencia celular (Taylor y cols., 1995). En monos
se ha logrado incrementar el nimero de fibras y células inmunotefiidas a TH en el
transplante intraventricular cuando se cotransplanta mesencéfalo con nervio periférico
(Collier y cols., 1994).

Interaccion entre el tejido proveniente del mesencéfalo fetal y el nucleo
caudado anfitrién.

Los transplantes de tejido mesencefalico en animales con el modelo experimental
de la enfermedad de Parkinson interactuan y pueden alterar de diversas maneras al
caudado anfitrion. Las observaciones hechas con la ayuda del microscopio electronico
indican que los transplantes intraestriatales tienen apariencia madura hacia las 5-6
semanas de implante, pudiéndose identificar 6 tipos de neuronas y 8 tipos de terminales
axonicas formando sinapsis simétricas y asimétricas con somas, dendritas, espinas y
segmentos iniciales del axén de las neuronas del tejido receptor (Mahalik y cols., 1985).
En este mismo periodo también se encuentran elementos inmunorreactivos a tirosina

hidroxilasa pre y post-sinapticos en el estriado receptor; se han observado axones tefiidos
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en contacto sinaptico con dendritas sin tincién y algunas dendritas inmunorreactivas fueron
blanco postsinaptico de terminales axénicas sin tincion (Mahalik y cols., 1985; Nishino y
cols., 1986a; Mendez y cols., 1991). Los elementos anteriores evidencian la interconexion
entre los transplantes y el caudado receptor.

Los transplantes de mesenceéfalo fetal colocados ipsilateralmente en el ventriculo
de ratas depletadas de dopamina inducen variaciones en el numero de los receptores
dopaminérgicos, asi a los 2 meses postransplante se ha registrado disminucién en el
numero de los receptores D,, con normalizacion en la cantidad de estos receptores hacia
las 4 meses al compararse con ratas lesionadas y sometidas a transplante falso. Este
hecho se correlacioné con los cambios presentados en la sintesis de RNAm para
expresion de receptores D,. Mientras que el RNAm para la expresion de receptores D,
disminuydé moderadamente y en forma continua hasta los 7 meses postransplante

(Stromberg y cols., 1995).

Actividad electrofisiolégica registrada después del implante' de tejido de
mesenceéfalo fetal en animales con el modelo experimental de la enfermedad
de Parkinson.

Estudios eletrofisiolégicos han corroborado las evidencias morfolégicas sobre la
integracion de los transplantes de substancia nigra o mesencéfalo ventral por medio de
nuevas inervaciones dopamineérgicas. Al respecto Forni y colaboradores (1989) estimaron
el crecimiento de las fibras dopaminérgicas desde los transplantes mesencefalicos
colocados en el estriado después de dos semanas de la cirugia, reportando una
expansion del transplante en una tasa maxima de 0.1mm por semana, sefialando que la
actividad de las neuronas transplantadas es similar a la actividad registrada en las
neuronas dopaminérgicas individuales in situ. De igual forma Fisher y colaboradores
(1991) describieron la actividad electrofisiolégica extracelular de las neuronas de la
substancia nigra fetal colocada en estriado denervado de dopamina cinco meses después
del transplante, encontrando que dicha actividad es similar a la de las neuronas del

mesencéfalo adulto. Recientemente Hudson y colaboradores (1994) reportaron que la tasa
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de disparo intraestriatal en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA y transplantadas
con células mesencefalicas es similar a la que se presenta en el estriado intacto,
recuperacion que no se observa cuando el transplante que es colocado en el estriado
proviene de otra parte del sistema nervioso central -nucleo arcuato, locus coeruleus o
corteza cerebral-. Al parecer los transplantes de tejido mesencefalico colocados en el
parénquima estriatal normalizan las tasas de disparo de las neuronas del area registrada,
(Forni y cols., 1989; Hudson y cols., 1994).

Transplantes de mesencéfalo fetal en humanos con la enfermedad de
Parkinson.

Respecto al funcionamiento de los transplantes de mesencéfalo fetal humano
implantado en humanos se han realizado cirugias colocando el tejido en bloque o
suspension. En los casos en que el tejido en bloque es puesto en el caudo-putamen se
ha reportado la disminucion de los sintomas de la enfermedad de Parkinson por periodos
de hasta 3 afios, coincidiendo con el registro de aumento en la recaptura de fluorodopa
tritiada mostrado mediante tomografia por emisién de positrones (Lindvall y cols., 1992;
1994; Sawle y cols., 1992).

En los casos en que se empled el tejido en suspensiéon y se inyecté en el nucleo
caudado se han registrado mejoras en la postura y velocidad de movimientos de los
pacientes, conservandose las mejoras por mas de un afio después de la operacién con
restauracion en la sintesis de fluorodopa en el caudado transplantado (Spenser y cols.,
1992; Hoffer y cols., 1992; Zabek y cols., 1994).

Empleo de la médula adrenal como proveedora de dopamina.

El empleo de la médula adrenal en transplantes para compensar las deficiencias
dopaminérgicas en el estriado anfitrién se di6 a partir de que las células cromafines
pueden producir y liberar cantidades considerables de catecolaminas (Freed y cols.,
1981).
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El origen comun de las células cromafines y las neuronas del sistema nervioso
central fue evidenciado hacia 1947 por Hammond e Yntema (citado en Cochard y cols.,
1979) al estudiar el desarrollo de la cresta neural. Posteriormente se encontré que en los
fetos de rata las primeras células cromafines en la cresta neural aparecen hacia los 11-12
dias de gestacion.

Tischler y colaboradores (1989) sefialan que la tasa de proliferacién de las células
cromafines en la médula adrenal de ratas declina rapidamente después del nacimiento.
Se ha reportado que los procesos mitéticos en la médula adrenal se ausentan o son
extremadamente raros hacia los 60 dias de edad (Jackson, 1919). Opuestamente
Coupland y Tomlinson (1989) reportaron que la médula adrenal de rata continta su
incremento en volumen y las células cromafines aumentan su numero y volumen hasta
que el animal tiene alrededor de 22 meses de edad, dato relevante ya que como se
menciond anteriormente, se considera que la sobrevivencia de las células en tejido
transplantadd se incrementa cuando éstas son tomadas en étapas de crecimiento
(Stenevi y cols., 1976; Das y cols., 1980; Dunnett, 1992).

En estudios in vitro Chang y Ramirez (1988) mostraron que una proteina
parcialmente purificada de la médula adrenal de la rata al ser colocada en el estriado
estimula la liberacion de dopamina en cantidades considerables, y que dicha liberacion
se presenta en forma dosis dependiente. En cortes de médula adrenal de rata adulta se
detectd con tincion inmunocitoquimica la proteina liberadora de dopamina (DARP) en
células localizadas en el tejido de la corteza y la médula de esta glandula, las células
inmunorreactivas tenian forma oval y presentaban tincion mas intensa en el citoplasma
que circundaba el nucleo (Choi, y cols., 1993).

Las caracteristicas de la médula adrenal y sobre todo la disminucién de los
sintomas conductuales al colocar el transplante intracerebralmente en los enfermos con
enfermedad de Parkinson y en los animales con el modelo experimental de dicha

enfermedad han puesto a este tejido entre los mas empleados.
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Transplantes de médula adrenal en el modelo experimental de la enfermedad
de Parkinson.

Los reportes en los que se transplanté la médula adrenal con el fin de reducir los
sintomas causados por la pérdida de las catecolaminas en el nacleo caudado, indican que
el depositar el tejido extraido de la médula adrenal en el ventriculo lateral puede disminuir
el giro inducido (Freed y cols., 1981; 1983; Jankovic y cols., 1989; Takashima y cols.,
1992), pero sélo cuando hay sobrevivencia de las células cromafines transplantadas
(Bjorklund y cols., 1980; Bing y cols., 1988) y/o aumento en las cantidades de la dopamina
extracelular en el nucleo caudado depletado (Curran y cols., 1993).

Las células cromafines In vivo, al ser transplantadas intracerebralmente presentan
una transformacion morfolégica parcial, siendo capaces de presentar procesos neuriticos
en desarrollo e inervar la zona receptora (Olson, 1970; Unsicker y cols., 1978; 1980; 1985;
Freed y cols., 1981; Vaquero y Coca, 1990; Fisher y Gage, 1993). Las evidencias indican
que el fenotipo neural se expresa cuando no existen cérticoesteroides en el medio (Olson,
1970; Wurman y cols., 1972; Unsicker y cols., 1978; 1980; Olson y cols., 1980; Tischler
y Grenee, 1980) por lo tanto, al realizar transplantes de médula adrenal, es importante
evitar incluir corteza adrenal, dado que los corticoesteroides contenidos en ella parecen
mantener el fenotipo de las células cromafines (Freed y cols., 1984).

Los reportes del aumento en la cantidad de dopamina extracelular en el caudado
anfitrion después del transplante de la médula adrenal, indican que la concentracién se
relaciona con el nimero de células inmunorreactivas a TH presentes en el transplante. El
cotransplante del tejido adrenal con tejido que secreta o contiene factores troficos
incrementa la sobrevivencia de las células cromafines implantadas (Date y cols., 1993;
Cunningham y cols., 1994).

Cuando se hicieron los primeros transplantes autélogos de médula adrenal al
parénquima estriatal de primates, los resultados fueron desalentadores ya que no se
observé sobrevivencia del tejido transplantado o ésta fue muy escasa (Bohn y cols. 1987,

Freed, 1988). Incluso existe el reporte de fibras inmunorreactivas a TH en la zona
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adyacente al transplante sin sobrevivencia de células (Bohn y cols, 1987; Hansen y cols.,
1988). Tratando de incrementar la sobrevivencia celular Dubach y German (1990)
planearon implantar el tejido proveniente de la médula adrenal tanto en el caudado como
en el putamen del mismo animal, encontrando que con esta nueva técnica la
sobrevivencia del tejido cromafin y la actividad enzimatica a TH en las areas anfitrionas

aumentan de manera importante.

Transplante de médula adrenal en humanos con la enfermedad de Parkinson.

En humanos, varios investigadores han optado por la alternativa del transplante
autélogo de médula adrenal (Backlund y cols., 1985; Madrazo y cols., 1987; Freed y
cols.,1981; Stromberg y cols., 1984; Lieberman y cols., 1989) que como ya se sefiald
contiene células cromafines, las cuales producen catecolaminas (Kirshner, 1975). Los
transplantes autdlogos de médula adrenal colocados en parénquima estriatal han
presentado resultados contradictorios, de tal forma que mientras algunos autores sefialan
cambios favorables en las alteraciones motoras (Drucker-Colin y cols., 1988) y
sobrevivencia del transplante, con células y fibras inmunoreactivas a TH (Bakay y cols,
1990; Kordower y cols., 1991; Diamont y cols., 1994), otros investigadores mencionan
cambios temporales con mejoras en la postura y en el desempefio de pruebas
estandarizadas en periodos de 2 semanas a 6 meses y posterior regreso a niveles
preoperatorios (Choi y cols., 1990; Bakay y cols., 1990; Loépez-Lozano y cols., 1991;
Zhang 1992) sobre todo en transplantes que finalmente presentaron pocas células
inmunoreactivas a tirosina hidroxilasa y con procesos necréticos (Dstergaard y
Rasmussen, 1991).

También ha sido reportada la ausencia de cambios en las alteraciones motoras
(Chung y cols., 1994), en los metabolitos dopaminérgicos, y en la actividad eléctrica
cerebral (Machado-Salas y cols., 1990).

Cabe sefalar la disminucién gradual y significativa de los sintomas clinicos durante
un periodo de dos afios de seguimiento médico en un paciente cotransplantado

bilateralmente con médula adrenal y nervio periférico (Date y cols., 1995).
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Es importante considerar que en la enfermedad de Parkinson se relaciona con la
alteracion de los ganglios basales, y al transplantar el tejido catecolaminérgico como
tratamiento para compensar las alteraciones motoras relacionadas con dicha enfermedad
solo se esta tratando de normalizar los niveles de dopamina estriatal, dejandose de lado
cualquier otra alteracion en la misma u otras estructuras, lo que podria explicar los
resultados temporales, contradictorios y/o variados encontrados en sujetos sometidos al

transplante.

Comparacion entre el efecto funcional de los transplantes de médula adrenal
y los transplantes de mesencéfalo ventral.

Siendo que la mayor parte de los transplantes para disminuir los sintomas
causados por la denervacion estriatal dopaminérgica unilateral se realizan empleando
tejido proveniente de mesencéfalo ventral o médula adrenal algunos investigadores han
disefiado experimentos comparando el efecto funcional de ambos tipos de tejido,
interesados en comparar la conservacion del volumen del transplante intraestriatal. Lu y
colaboradores (1990) inyectaron bilateralmente en ratas intactas 3pl de tejido proveniente
de substancia nigra, médula adrenal, corteza o estriado de animales neonatos y
compararon las areas ocupadas por el tejido en cada tipo de transplante, reportando que
la mayor conservacion de tejido se presentd en los transplantes de tejido cortical, seguido
por la conservacion del tejidos provenientes de los transplantes donde se empleé la
substancia nigra y el estriado, mientras que los transplantes de menor tamario se
encontraron en los casos donde se empled tejido proveniente de la médula adrenal. Entre
todos los tipos de transplantes hubo diferencias estadisticamente significativas, excepto
entre los grupos con transplante proveniente de la substancia nigra y el caudado.

Haciendo la comparacion entre los transplantes de substancia nigra y los
transplantes de médula adrenal fetal colocados en el ventriculo contralateral de las ratas
denervadas unilateralmente de dopamina estriatal, Mendoza-Ramirez y colaboradores
(1991) reportan que a los 150 dias después del injerto del tejido en bloque, la reduccion

del giro inducido por apomorfina fue del 41% en las ratas con transplante de tejido de la
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substancia nigra y del 34% en ratas con transplante de la médula adrenal, pero sélo los
transplantes de médula adrenal normalizaron la densidad de los receptores

dopaminérgicos en el estriado lesionado.

Zona de colocacion del transplante -ventriculo lateral VS parénquima
estriatal-.

Ha sido establecido que el transplante al cerebro puede tener un mejor crecimiento
y funcionamiento cuando es colocado en la misma zona de donde se extrajo,
caracteristica que es compartida por los transplantes de células dopaminérgicas. In vitro
se tienen evidencias de la estimulacion del crecimiento de fibras de neuronas
mesencefalicas cultivadas por la presencia de fragmentos de tejido estriatal, el crecimiento
de tales fibras es mucho menor cuando se ponen las células en cocultivo con tejido
obtenido de zonas que normalmente no son inervadas por neuronas dopaminérgicas
(Prochiantz y cols 1979; DiPorzio y cols., 1980; Hemmendinger, y cols., 1981).

Bjorklund y colaboradores (1983) empleando ratas denervadas unilateraimente de
dopamina, injertaron una suspension de células mesencefalicas fetales en varias regiones
del estriado y regiones no estriatales encontrando que la sobrevivencia y el crecimiento
neuritico fue marcadamente mayor en las zonas normalmente inervadas por las neuronas
dopaminérgicas. Las fibras crecieron desde el transplante hacia el cerebro anfitrion sélo
cuando se localizaron en la vecindad de las areas blanco normales.

Implantando en el parénquima estriatal de ratas tejido mesencefalico fetal, se ha
reportado que la sobrevivencia de células inmunotefiidas con TH es mayor cuando se
implanta el tejido en ratas con deplecion dopaminérgica en comparacion con los
transplantes realizados en los animales sin deplecién del mismo neurotransmisor. En
general en el mejor de los casos el nimero de células inmunorreactivas localizadas en la
zona del transplante en ratas sin deplecion fue de 9.25 células, mientras que para las
ratas depletadas la sobrevivencia fue de 32.5 células (Sorensen y cols., 1994). Los datos
anteriores dan indicio de que la necesidad de dopamina en el sistema denervado influye

sobre la sobrevivencia de las células dopaminérgicas implantadas.
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Otra condiccion importante para incrementar las posibilidades de sobrevivencia
cuando se hace el injerto de células, es colocar el tejido en un entorno que favorezca al
menos la conservacion del implante. Comparando los transplantes de células fetales
mesencefalicas en suspension colocadas en el ventriculo o en el parénquima estriatal,
Nishino y colaboradores (1986a) sefialan que la sobrevivencia e interconexién entre el
tejido transplantado y el cerebro anfitrion es mayor cuando el tejido se implanta en los
ventriculos -lateral o tercero-, pues la inmunotincién a TH en este tipo de transplantes,
ademas de ser mas intensa, muestra mayor numero de células con axén, y neuritas con
ramificacién abundante ocupando mayor extencién, hecho que se relaciona con el grado
de disminucion en el numero de giros inducidos mediante la aplicacion de meta-
anfetamina. Cuando el transplante conservé mayor numero de células el giro fue menor.
Estos autores relacionan el mejor desarrollo de los transplantes intraventriculares con el
menor dafio mecanico o fisico proporcionado por la zona de implante.

Se ha reportado que los transplantes de médula adrenal colocados en el ventriculo
lateral permanecen relativamente intactos, conteniendo células de forma redondeada
inmunorreactivas a TH, después de 10 semanas del implante (Takashima y cols., 1992).
Freed y colaboradores (1984) encontraron que dos meses después del transplante
intraventricular, las células cromafines reinervan el caudado, pero no tienen efecto sobre
la conducta de giro inducida, presumiblemente debido a que las catecolaminas liberadas
se difunden a través del liquido cerebroespinal llegando en cantidades minimas al
caudado, no pudiendo reducir la hipersensibilidad de los receptores dopaminérgicos.

Los resultados respecto al efecto funcional de los transplantes de médula adrenal
colocados en el ventriculo y la sobrevivencia de éstos son contradictorios. En monos
después del transplante intraventricular de tejido adrenal, se han reportado altas
concentraciones de dopamina en el estriado adyacente al transplante, y sobrevivencia de
células cromafines que reinervaron el estriado. Sin embargo, las pruebas con anfetamina
y apomorfina no mostraron recuperacién funcional (Morihisa y cols., 1984). Empleando el
mismo tipo de transplantes en ratas, se ha reportado que a las 8 semanas postransplante

la sobrevivencia celular es inconsistente con pocas células cromafines remanentes, pero
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existe disminucion significativa del giro inducido por apomorfina y anfetaminas (Becker y
cols., 1990b).

La medicion de las cantidades de dopamina en el nucleo caudado de animales
transplantados y sin transplantar (Freed, 1983; Freed y cols., 1983) y el registro de la
respuesta por estimulacién con anfetaminas (Becker y Freed, 1988a) han sugerido el
acceso al nucleo caudado de las catecolaminas liberadas por los transplantes de médula
adrenal colocados ventricularmente. Se ha encontrado que el liquido cerebroespinal de
las ratas con estos transplantes presenta concentraciones importantes de noradrenalina
y adrenalina, asi como cantidades detectables de dopamina (Becker y Freed, 1988b;
Becker y cols., 1990a) y sus metabolitos (Becker y cols., 1990a), lo cual coincide con la
disminucién de la conducta de giro inducida (Becker y cols., 1990b; Takashima y
colaboradores, 1992). Ante la polémica de como llega |la dopamina a la zona donde es
necesaria, se ha propuesto que ésta viaja a través de los vasos sanguineos y difunde
hacia los receptores en el estriado (Becker y Freed, 1988b).

Los transplantes de médula adrenal colocados en el parénquima del nucleo
caudado denervado de dopamina, producen disminucién de la conducta de giro pero su
apariencia no es tan sana como los colocados en el ventriculo lateral, presentando mayor
cantidad de células necréticas (Becker y cols., 1990a) y fragmentaciéon de la matriz
extracelular, por disminucion de la cantidad de moléculas de adhesion (Poltorak y Freed,
1990). Sin embargo mediante el transplante de la médula adrenal en el estriado Nishino
y colaboradores (1988) reportan la neurogenizacion de las células cromafines 10 meses
después del transplante, acompafada de la disminucién significativa de la conducta de
giro sobre todo cuando las células presentaban mayor cantidad de neuritas y
ramificaciones.

Este tipo de transplantes tiende a reducir la conducta de giro inducida, aun en los
casos en que el giro no alcanza decrementos significativos (Freed y cols., 1986; Nishino
y cols., 1988). Existen reportes que evidencian la sobrevivencia de los transplantes
colocados en el parénquima estriatal, sin estar en contacto con el ventriculo (Murphy y
Sturm, 1923; Kelly y cols., 1975; Das y cols.,1979; Fink y Smith; 1980). Sih embargo las
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tasas de sobrevivencia se reportan en rangos que van del 1al 5% (Brundin y cols., 1985;
1986; Patel-Vaidya y cols., 1985; Stromberg y cols., 1985).

Comparando la zona en que el transplante pueda tener efectos funcionales mas
satisfactorios Nishino y colaboradores (1986a) y Heim y colaboradores (1993), en forma
independiente, transplantaron substancia nigra fetal en el ventriculo lateral o en el
parénquima estriatal de roedores depletados de dopamina. Los resultados de ambos
reportes sugieren que la recuperacion funcional depende del desarrollo y ramificacion de
las celulas transplantadas, y que éste a su vez se relaciona con la localizacién del
transplante, de tal forma que existe mayor recuperacion funcional cuando el transplante
es colocado en el ventriculo.

Con el mismo objetivo Torigoe y colaboradores (1989) compararon el efecto funcional
de la inyeccion de médula adrenal en el ventriculo lateral o en el parénquima del ntcleo
caudado en ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA, encontrando sobrevivencia en
ambos tipos de transplante con resultados ligeramente mejores respecto a la recuperacion
funcional cuando el tejido se colocé en el parénquima del estriado, desafortunadamente

no hacen el reporte morfoldgico del estado de las células catecolaminérgicas.

Volumen del transplante, sobrevivencia celular y efecto funcional de los
transplantes dopaminérgicos en el modelo experimental y la enfermedad de
Parkinson.

Como se ha mencionado uno de los factores mas importantes para favorecer el
efecto funcional de los transplantes de ceélulas catecolaminérgicas en el modelo
experimental de la enfermedad de Parkinson, es la sobrevivencia del transplante y sobre
todo la existencia de células inmunorreactivas a TH. Bajo esta légica en algunos
experimentos se ha reportado la sobrevivencia celular y/o el volumen del transplante, y su
relacion con el efecto funcional sobre las alteraciones conductuales. En ratas con el
modelo experimental de la enfermedad de Parkinson, el transplante de tejido del
mesencéfalo fetal en suspension colocado intraestriatalmente induce la disminucion del

giro ante la aplicacion de anfetamina, pero sélo en animales que al ser sacrificados
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mostraron sobrevivencia de mas de 400 células inmunotefiidas a TH (Nishino y cols.,
1990). El analisis estructural de estas células reveld el establecimiento de sinapsis con el
cerebro anfitrion independientemente del tiempo postransplante al que fueron observadas
- 3 meses, 1 0 2 afnos- teniendo una sobrevivencia promedio de entre 605+120 a 750+100
células sin diferencias significativas entre grupos. Siguiendo el mismo método Vuillet y
colaboradores (1994) mostraron la sobrevivencia de células con inmunorreaccién a TH y
con forma redonda, triangular o multipolar, con somas de 1150 a 1254 um?. Mediante
microscopia electronica, se observo la formacion de sinapsis entre estas células y células
del tejido anfitrion.

Buscando la relacion entre la disminucion del giro inducido, la sobrevivencia de las
celulas implantadas y el volumen del transplante, Sauer y colaboradores (1992) reportan
que 40 dias después de los transplantes de tejido mesencefalico fetal, la sobrevivencia
de células inmunotefiidas a TH fue de 24331203 células contenidas en transplantes que
conservaron en promedio un volumen de 0.88+0.11 mm®. El nimero de células fue
superior a los registrados en transplantes de tejido en suspension, con 10321224 células
y volumen de 0.25+0.05 mm?®. Cabe sefialar que el volumen transplantado inicialmente fue
de 4ul en ambos grupos por lo tanto el volumen final, aun en el mejor de los casos, fue
menor a la cuarta parte del total.

En monos tratados bilateralmente con MPTP, 30 dias después de recibir el
transplante autdlogo de tejido de la médula adrenal colocado intraparenquimalmente
Hansen y colaboradores (1988) reportan la sobrevivencia de 20 células inmunorreactivas
a TH en sélo dos de los 7 monos transplantados, de un total de 250 000 células injertadas
por animal. En monos con lesién unilateral, Kordower y colaboradores (1990) realizaron
transplantes autoélogos de médula adrenal colocando el tejido en la cabeza del nucleo
caudado y en el putamen ipsilaterales. Sacrificaron a los animales 3 meses después,
encontrando que cuando el transplante se localiz6 en el parénquima estriatal la
sobrevivencia varié entre 8,736 y 18,516 células y cuando el tejido quedd implantado
intraventricularmente la sobrevivencia de células cromafines fue de 30,192 a 54,312

células. Cabe aclarar que no hubo relacion entre el numero de células localizadas en el
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caudado y el numero de células encontradas en el ventriculo cuando se presentaron las
dos situaciones en un mismo animal.

Parece ser que un factor importante en la sobrevivencia del tejido mesencefalico
es la distribucién del volumen total del transplante. Nikkhah y colaboradores (1994)
reportaron que después de 4 meses de haber inyectado 450,000 células distribuidas como
macrodepositos - dos depositos con 1.8ul de tejido- o en microdepésitos - 6 depositos con
0.2ul de tejido cada uno- en el caudoputamen, en los microtransplantes, el volumen
ocupado por los transplantes fue 1.83+0.3 mm?, y la sobrevivencia fue de 56081624
células inmunorreactivas a TH, mientras que en los macrotransplantes el volumen del
transplante fue de 1.064+0.076 mm® y el numero de células inmunorreactivas
sobrevivientes fue de 1996+36, sobrevivencia 2.8 veces mayor en los microtransplantes
los cuales presentaron una mayor extension de fibras, adjudicando este efecto al mayor
contacto en los microdepodsitos entre el tejido transplantado y el caudado anfitrion.
Mediante la microdialisis se encontré una relacién directamente proporcional, entre el
incremento de dopamina en el caudado denervado con el volumen del transplante y el
numero de células inmunorreactivas a TH contenidas en éste. Considerando el nimero
de células y los volimenes iniciales es facil observar que la mejor sobrevivencia se
presenta en los microtransplantes. Sin embargo, proporcionalmente, el volumen de tejido
sobreviviente representa cerca del 50% del volumen del tejido implantado y el nimero de
células reportadas equivale aproximadamente al 1.25% de células implantadas, lo que
ejemplifica las escasas probabilidades que tienen las células y el tejido para sobrevivir al
ser fransplantados.

Con la implantacion de tejido proveniente de mesencéfalo fetal al ventriculo
ipsilateral de ratas depletadas unilateralmente de dopamina estriatal, se ha reportado que
después de implantar 3.3pul de tejido en bloque la sobrevivencia celular en el transplante,
a las 12 semanas, es de 325+105 células inmunorreactivas a TH, mientras que en los
transplantes donde se emplea tejido disociado el nimero de células inmunorreactivas fue
de 21867 (Heim y cols., 1993).

El transplante intracaudal de 10ul de médula adrenal en suspensién proveniente
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de ratas jovenes o de ratas viejas, presenta la sobrevivencia de 200+88 células por
transplante sin diferencias entre ambos grupos, aunque solo en los animales
transplantados con células extraidas de organismos jovenes se diminuy6 el giro inducido
(Freed y cols., 1986).

Los transplantes de tejido dopaminérgico en el modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson, pueden revertir las alteraciones motoras. Sin embargo, una de
las limitantes importantes en el uso del tejido catecolaminérgico para ser transplantado al
sistema nervioso, es la alta mortalidad que afecta al tejido implantado.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue el de establecer la correlacién entre la sobrevivencia,
el sitio de implantacién y los efectos funcionales de los transplantes de médula adrenal
fetal colocados ipsilateralmente en el estriado o ventriculo lateral en ratas con denervaciéon

unilateral de la via nigroestriatal.

HIPOTESIS

Como ya se observo varios reportes sefialan que en el modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson la mejor conservacion del tejido transplantado resulta en un
efecto funcional mas pronunciado, y se sabe que el ventriculo lateral es la zona donde se
presenta una mejor sobrevivencia celular, por lo tanto se espera que al colocar el tejido
proveniente de la médula adrenal fetal en el ventriculo lateral de ratas con deplecion
unilateral de la dopamina estriatal habra mayor conservacion del tejido transplantado y la

disminucion del giro inducido por apomorfina sera mas eficiente.
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METODO:

Se emplearon 26 ratas macho de la cepa Wistar que al inicio del experimento
pesaban entre 180 y 200 gramos, las cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio
con ciclos de luz-obscuridad de 12 hrs., con libre acceso a la comida y al agua.

Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (35mg/kg i.p.) y
por métodos estereotaxicos se realizd la lesién unilateral del haz medial del cerebro
anterior inyectando 4.l de solucién salina con 0.2 mg de acido ascorbico y 8.l de 6-
hidroxidopamina, por un periodo de 5 minutos. Las coordenadas utilizadas fueron:
anteroposterior: -4 mm y lateral: 1.4 mm a partir de bregma, y vertical: -7.7mm a partir de
las meninges (de acuerdo a Paxinos y Watson, 1986). Con el propésito de evaluar el
grado de denervacion dopaminérgica se registrd la conducta de giro inducida por
apomorfina (0.25 mg/kg i.p.) en las semanas 2 y 4 después de la lesion. Para ser
transplantadas se emplearon unicamente aquellas ratas que mostraon 200 o mas giros
durante un periodo de 30 minutos de observacion.

Un mes después de la lesion los animales fueron nuevamente anestesiados para
la implantacién del tejido obtenido de la médula adrenal de fetos con 17-18 dias de
gestacion. Después de la diseccion del tejido, éste fue succionado al interior de una
micropipeta de vidrio acoplada a una microjeringa Hamilton de 10 ul. Inmediatamente
después se introdujo la punta de la micropipeta de vidrio en el area elegida y fue inyectado
el tejido, dejando la pipeta en la zona por espacio de dos minutos y retirandose
lentamente. Con los animales lesionados se formaron tres grupos de acuerdo a los
siguientes procedimientos de implantacion: Grupo ventriculo (n=9) - se le inyect6 1.l de
tejido al ventriculo lateral ipsilateral a la lesién, con las coordenadas 0.2 mm
anteroposterior y 1.3 mm lateral partiendo de bregma y -4.8 mm vertical a partir de
meninges.

Grupo Caudado 1(n=8) - al cual se inyectd 1.l de tejido en el parénquima del nacleo

caudado ipsilateral a la lesion con las coordenadas 0.2 mm anteroposterior y 3 mm lateral
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partiendo de bregma y -6.3 mm vertical a partir de meninges.
Grupo Caudado 5 (n=9) - en el que se inyectaron 5.1 de tejido en el parénquima del nticleo
caudado ipsilateral empleando las mismas coordenadas que el grupo anterior.

Cabe aclarar que al inicio del experimento se tenia contemplado un cuarto grupo
en el que se inyectarian 5./ de médula adrenal en el ventriculo lateral ipsilateral a la
lesién, pero al realizarse un estudio piloto se encontré que los animales transplantados
bajo estas condiciones no sobrevivian, probablemente debido al bloqueo del ventriculo por
el excesivo volumen del transplante, por lo cual se descarté dicho grupo.

Durante las semanas 2, 4, 6 y 8 después del transplante se evalué la conducta de
giro mediante la aplicacion de apomorfina (0.25 mg/kg i.p.); realizandose cada vez el
registro de la conducta durante 30 minutos, para poder comparar el nimero de giros
dados por cada animal antes y después del transplante. La conducta de giro se representa
en los resultados como porcentaje de cambio, el cual se obtuvo tomando como base
(100%) el promedio de giros dados en las dos evaluaciones pretransplante y comparando
con el numero promedio de giros registrados en las 4 evaluaciones posteriores al
transplante.

Pasados dos meses del transplante los animales fueron anestesiados con una
dosis letal de pentobarbital sédico y se perfundieron por via intracardiaca pasando 200 mi
de solucioén salina (9%, p.H. de 7.4) y fijando con 300 ml de paraformaldehido (al 4% en
buffer fosfatos , 0.1 M., p.H. de 7.4). Una vez perfundidos los animales, se extrajeron los
cerebros y se colocaron en el mismo fijador durante 2 horas. Posteriormente se realizaron
cortes de 50 micras en un vibratomo, recogiéndose todos los cortes donde aparecia el
tejido transplantado; asi como algunos cortes en la zona de la substancia nigra compacta,
los cuales se empleron para comprobar la pérdida de células dopaminérgicas como efecto
de la aplicacién de la neurotoxina. Todos los cortes se procesaron convencionalmente
para inmunocitoquimica para tirosina hidroxilasa (TH), con la intencién de identificar las
células catecolaminérgicas en el area del transplante y en la substancia nigra. El
procedimiento utilizado fué el siguiente: se lavaron los cortes tres veces con buffer PBS

(0.1 M, p.H. 7.4), inmediatamente después los cortes se lavaron con buffer TRIS (0.1 M,
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p.H. 7.4), durante 10 minutos con agitacion. Los cortes se mantuvieron en buffer TRIS que
contenia 3% de suero normal de cabra y 0.3% de triton X-100 por una hora, con agitacién
constante. Posteriormente se incubd el tejido en el anticuerpo primario ANTI-TH (1:1000)
diluido en buffer TRIS y 1% de suero normal de cabra durante tres dias a 4 grados
centigrados, utilizando camara himeda.

Pasado el tiempo establecido se lavaron los cortes tres veces, durante 10 minutos
en cada ocasion, en buffer TRIS agregando 1% de suero normal de cabra. Posteriormente
se incubé por una hora a temperatura ambiente en el anticuerpo secundario ANTI IGg de
conejo (1:2000) diluido en buffer TRIS y con 1% de suero normal de cabra, para después
hacer otros tres lavados manteniendo los cortes en buffer TRIS, durante 10 minutos cada
vez. Durante la hora posterior, los cortes permanecieron incubados a temperatura
ambiente en Avidina-Biotina a una concentracion del 0.06% diluida en el buffer TRIS,
posteriormente los cortes fueron lavados durante 10 minutos, tres veces, en el buffer
TRIS. Duranté cada uno de los pasos se mantuvieron los cortes en agitacion. Para revelar
la tincién se pusieron los cortes en diaminobenzidina DAB (5:10 000) diluida en buffer
TRIS durante 5 minutos aproximadamente y finalmente, se lavaron los cortes tres veces,
durante 10 minutos en cada ocasiéon con el buffer TRIS.

Una vez revelada la inmunocitoquimica los cortes se montaron en portaobjetos
gelatinizados y se cubrieron con resina. En cada corte se midié el area ocupada por el
transplante mediante un programa de analisis de imagenes computarizado acoplado a un
microscopio 6ptico. Una vez obtenidas todas las areas de un transplante se sumaban vy,
considerando que los cortes del tejido cerebral tenian un grosor de 50 um, se multiplicaba
la suma de las areas por 0.05 obteniendo asi el volumen total del tejido transplantado por
animal. Al volumen obtenido se le llamé volumen de sobrevivencia, ya que inicialmente
se implanté 1 o 5ul segln el grupo y finalmente se localizé en el transplante un menor
volumen del tejido.

En cada uno de los grupos se midi6 el area del soma de 30 células
inmunorreactivas a TH, elegidas al azar, empleando el programa de analisis de imagenes

computarizado, esta medicion fué con el fin de comparar el tamafio de las células
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localizadas dentro de los transplantes entre grupos. También se contaron de forma directa,
empleando un microscopio de luz, todas las células inmunorreactivas a TH presentes
dentro del area del transplante en cada uno de los animales, con el fin de hacer la
comparaciéon del numero de células entre los tres grupos experimentales.

Se comparé el numero de giros entre grupos en las pruebas pretransplante, con
el objetivo de comprobar que inicialmente los grupos fueran homogéneos, aplicando la
prueba T para muestras no pareadas. Posteriormente para observar el efecto del
transplante sobre la conducta de giro intragrupalmente se emple6 una prueba T para
muestras pareadas en la que se compar6 el promedio de giros en las evaluaciones pre
y postransplante.

Para comparar entre grupos los cambios en la conducta de giro, el volumen del
tejido postransplante, el nimero de células inmunorreactivas a TH y el area del soma de
tales células se empled el analisis de varianza, que fue complementado, en los casos

donde se presentaron diferencias significativas entre los grupos, con la prueba de Tukey.
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RESULTADOS:

Cabe sefialar que en la substancia nigra compacta, de todos los animales
empleados, las células inmunorreactivas a TH se veian en mayor cantidad en el lado
contralateral a la lesién. En el lado ipsilateral a la lesién habia algunas células remanentes
con distribucién preferente en el area medial (Fig. 1).

El analisis histolégico reveld que los transplantes colocados en ventriculo lateral
presentaron con mayor frecuencia una forma redonda y compacta, con distribucién
preferente de las células inmunorreactivas a TH hacia el borde del transplante. En general,
los transplantes eran grandes pero no ocupaban totalmente el ventriculo, y
ocasionalmente se detecté deformacién de éste (ver Figura 2).

Dentro de los transplantes se encontraron algunas células con fenotipo
neurogenizado, es decir con somas que presentaban por lo menos una neurita
independientemente del sitio de colocacion. Este tipo de células fueron mas comunes en
los transplantes colocados en el ventriculo lateral (Fig.10 A,B y C).

Algunos transplantes implantados en el parénquima estriatal mostraban forma
redondeada sin embargo, la mayoria tenia forma alargada y algunas veces terminaban
en forma de "gota" (Fig. 5 a 8). En este tipo de transplante, las células inmunotefidas se

encontraban con mayor frecuencia en las zonas centrales del transplante.

ASPECTOS MOTORES.

Al inicio del experimento se comparé el desemperio de los animales de cada grupo
para verificar que fueran homogéneos y se encontr6 que en las evaluaciones
pretransplante no hubo diferencias significativas entre grupos (p) 0.05).

Respecto al efecto de los transplantes de médula adrenal sobre la conducta de giro
inducida con apomorfina, nuestros resultados muestran que los tres grupos presentaron
una disminucion similar, alcanzando en todos los casos porcentajes de cambio no

significativos (p)0.05) de cerca del -11% (Grafica 1) independientemente del sitio de
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Figura 1.- Microfotografia que muestra las células inmunoractivas a TH contenidas en la substancia nigra compacta de una
rata lesionada unilateralmente con la apliacacion de la neurotoxina 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior. Se puede
notar que en el lado ipsilateral a la lesion (lzquierdo) existen pocas céelulas remanentes, localizadas en el area medial.



Figura 2.- En cada una de los dibujos se representa el area y la localizacion de dos de los

transplantes (T) colocados ipsilateralmente a la lesién, observados dos meses postransplante.
En A se esquematizan la posicion y el tamafio de dos transplantes colocados en el ventriculo
lateral, B y C muestran cada uno dos transplantes colocados en el caudado ipsilateral a la lesion,
cuando se implanté 14l (B) o 5.1 (C) de médula adrenal. En todos los esquemas se presenta un
caso en el que la conservacién del tejido fue buena y un caso en que hubo pobre conservacion

del mismo.
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colocacién o volumen del transplante. Los porcentajes de cambio se obtuvieron
comparando el numero promedio de giros (200 o mas), dado por los animales de cada
grupo, antes del transplante con el numero promedio de giros registrados en las
evaluaciones postransplante, lo cual nos muestra el efecto del transplante sobre la
conducta de giro inducida. El grupo que recibié 1ul de tejido en el ventriculo lateral mostro
una disminucion en el giro del -11.67%, el grupo con transplante de 1l de médula adrenal
en el parenquima estriatal presentd un porcentaje de cambio del -11.43%, y el grupo con
5 ul de tejido transplantado en parénquima estriatal alcanz6 un -11.75%. Cabe sefalar que

las diferencias intra y entre grupos no fueron significativas (p) 0.05).

Conducta de giro

% de cambio (X*+ DST)
3

vent caul caub

Grafica 1. Se muestra la media global del porcentaje de cambio de las evaluaciones de la conducta
de giro, después de la aplicacion de apomorfina (0.25 mg/Kg. i.p.). Como se puede observar los tres
grupos presentan disminucion del giro inducido después del transplante en cerca del 11%, no
presentandose diferencias estadisticamente significativas. vent.= grupo transplantado con 1l de
médula adrenal inyectada en ventriculo lateral (n=9), cau1= grupo transplantado con 1ul de tejido
intracaudalmente (n=8), cau5= grupo transplantado intracaudalmente con 5 pl de tejido (n=9).DST=

Desviacion estandar.
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Figura 3.- A Microfotografias de uno de los transplante de médula adrenal que después
de 2 meses de haber sido colocado en el ventriculo lateral conservé poco volumen del
tejido. B es un acercamiento al recuadro sefialado en la microfotografia A, se pueden
observar las células inmunorreactivas a TH localizadas dentro del transplante, que son de
mayor tamafio que las células localizadas en los transplantes intraestriatales.



Figura 4.- Microfotografias de un transplante colocado en el ventriculo lateral, en A se
puede observar la buena conservacion del tejido (comparar con la figura 3A). B muestran
algunas ceélulas inmunorreactivas a TH localizadas en el recuadro marcado en A.
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VOLUMEN DEL TRANSPLANTE.

La estimacion del volumen del tejido transplantado revel6 que el grupo en el que
se implantd 1ul de tejido en el ventriculo lateral presentd el mayor volumen de tejido
remanente con una media de 0.82+0.55 microlitros por rata (Fig. 3 y 4). Para los grupos
con transplante en el parénquima estriatal se encontré que, en el grupo implantado con
1ul de médula adrenal el volumen promedio de sobrevivencia de tejido s6lo alcanzé
0.256+0.17 microlitros siendo el promedio menor (Fig. 5 y 6), mientras que en el grupo
transplantado con 5 pl de médula adrenal el volumen promedio fue de 0.406+0.17
microlitros (Fig. 7 y 8). Las diferencias encontradas son estadisticamente significativas
(Ft=3.42, vent vs caul, cau5, F=6.35, p<0.05) al comparar el grupo con transplante
colocado en el ventriculo lateral con los dos grupos con transplante depositado en el
parénquima estriatal, sin importar el volumen inicial del transplante -entre estos ultimos
dos grupos no hubo diferencias estadisticamente significativas - (Grafica 2).

Volumen del tejido
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Grafica 2. Se muestra en cada grupo, el volumen del tejido sobreviviente a las 4 semanas
postransplante. Se observa que para el grupo transplantado en ventriculo lateral (vent) el volumen
encontrado fue de 0.82ul, mientras que para los dos grupos transplantados en parénquima estriatal
(cau1 y cau5) el volumen encontrado fué de 0.256 y 0.406ul respectivamente. Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo vent y los grupos cau1 y cau5 ( *p<0.05). DST=Desviacién

estandar.
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Figura 5.- A Microfotografias que muestran un transplante de 1.l de la médula adrenal,
colocado en el parénquima estriatal con escaso volumen de tejido sobreviviente, se
muestra la ubicacion del tejido transplantado dentro del estriado; la distribucion del tejido,
en forma de "gota", es caracteristica de este tipo de transplantes. B es un acercamiento
al recuadro marcado en la microfotografia A, se aprecian algunas células inmunotenidas
a TH dentro del transplante, las cuales se localizan en menor cantidad y son de menor
tamario que las células localizadas en los transplantes intraventriculares (comparese con
la figura 3B y 4B).
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Figura 6.- Microfotografias que ejemplifican el tamafo de uno de los transplantes
estriatales de 1.l de tejido proveniente de la médula adrenal con mayor conservacion del
volumen del tejido. En A se muestra la ubicacion del tejido transplantado en el estriado,
el recuadro en la figura corresponde al acercamiento que se muestra en B. En B se
aprecia algunas células inmunotefidas a TH localizadas alrrededor del tejido
transplantado, son menos abundantes que en los transplantes intraventriculares y de
menor tamafo (comparese con la figura 3B y 4B).
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SOBREVIVENCIA CELULAR.

Mediante la inmunocitoquimica para detectar la presencia de |a tirosina hidroxilasa,
se realizo el conteo del numero total de células tefiidas presentes dentro del tejido
transplantado. Los resultados muestran que el grupo con el transplante colocado en el
ventriculo lateral presentd el mayor nimero de células inmunotefidas, con un promedio
de 1005.4+113.7 celulas por transplante (Fig. 3B y 4B). En los grupos con el transplante
dentro del parénquima, la sobrevivencia de células inmunorreactivas fue menor, de tal
forma que en el grupo implantado con 1ul de médula adrenal la media del nimero de
células fue de 194.6+115 (Fig. 5B y 6B) y en el grupo transplantado con 5 pl de médula
adrenal se obtuvo una media de 200.4+113.7 células (Fig. 7B y 9; Grafica 3). La diferencia
en el numero de células al comparar el grupo con transplante en el ventriculo lateral con
cada uno de los dos grupos con transplante colocado en parénquima estriatal fue
estadisticamente significativa (Ft=3.42, vent vs cau1, cau5, F=7.87, p<0.05), entre estos
ultimos no hubo diferencias significativas .
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Grafica 3. Se muestra la media del nimero total de células inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa

presentes en los transplantes de cada uno de los grupos. El grupo con mayor nimero de células por

transplante fue el grupo transplantado en el ventriculo lateral (vent) con 1005.41873. Los otros dos

grupos obtuvieron un nimero de células significativamente menor (p<0.05), siendo de 194.6£115

células para el grupo transplantado con 1ul de médula adrenal en parénquima estriatal (cau1), y

200.4+113.7 para el grupo transplantado con 5ul de médula adrenal en parénquima estriatal (cau5),
no hubo diferencias significativas entre estos grupos. * = p<0.05 VS grupo. cau1 y grupo cau5.

DST=Desviacion estandar.



Figura 7 .- Microfotografias de uno de los transplantes de 5.l de tejido de la médula
adrenal colocado en el parénquima estriatal con poco tejido sobreviviente. En A se
muestra la apariencia del tejido transplantado en el estriado. B corresponde al recuadro
sefialado en A, se pueden ver algunas células inmunotenidas a TH, que son menos
abundantes y de menor tamafio que las células localizadas en los transplantes
intraventriculares (comparese con la figura 3).



Figura 8.- Microfotografia ejemplificando el tamafio de uno de los transplantes
intraestriatales de 5. de medula adrenal con mayor conservacion del volumen del tejido
(comparese con las figuras 3 y 4).




Figura 9.- Microfotografia del acercamiento al transplante intraestriatal marcado en la
figura 8. se aprecian algunas celulas inmunotefiidas a TH localizadas alrededor del tejido
transplantado, que son de menor tamafo que las células localizadas en los transplantes
intraventriculares (comparar con la figura 3B y 4B).
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AREA DEL SOMA CELULAR.

En cada uno de los grupos, se midi6 el area del soma de 30 células ubicadas en
el interior del transplante y que presentaban inmunotinciéon a tirosina hidroxilasa. Las
mediciones indican que en el grupo con transplante colocado en el ventriculo lateral, el
tamano promedio del soma fue mayor que en los otros grupos siendo de 0.129+0.126
micras cuadradas (Fig. 3B y 4B), mientras que cuando el transplante se coloco en el
parénquima del nucleo caudado, el tamafo del soma fue estadisticamente menor
(Ft=3.42, vent vs cau1, caub, F=4.82, p<0.05) midiendo entre 0.074+0.031 y 0.075+0.036

micras cuadradas segun correspondia al grupo implantado con 1ul de médula adrenal
(Fig. 5B y 6B) o al grupo transplantado con 5 ul de médula adrenal (Fig. 7B y 9). Entre

estos grupos no hubo diferencias significativas (Grafica 4).

Area del soma celular

028
0.26 »
024 -
022
020 -
018 -
016 -
0.14
012
0.10 -
0.08 -
0.06
0.04
002 -
0.00

(X*DST)

micras cuadradas

vent caul caub

Grafica 4. Representa el area promedio (en micras cuadradas) de los cuerpos celulares. En cada
grupo se midié el soma de 30 células inmunorreactivas a TH, elegidas al azar dentro del area del
transplante. Se encontré que los somas de las células de los transplantes colocados en el ventriculo
lateral (vent) fueron estadisticamente mas grandes - 0.129+0.126 micras cuadradas - (p<0.05) que los
somas de células encontradas en transplantes inyectados en el parénquima los cuales fueron de
0.07410.031 micras cuadradas para el grupo transplantado con 1ul de tejido (cau1) y de 0.075+0.036
micras cuadradas para el grupo transplantado con 5yl de tejido (cau5). * = p<0.05 vs grupo cau1.

y gpo. cau5. DST=Desviacién estandar.
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Figura 10.- Microfotografias de un transplante de médula adrenal colocado en el
ventriculo lateral. En A se pueden observar varias células inmunorreactivas a TH con
diferente morfologia. En B se observa un acercamiento a una célula con dos
prolongaciones, localizada dentro del tejido transplantado. En la figura C se observan
algunas células redondas con inmunorreaccion a TH, aspecto comun entre las células
inmunorreactivas en ambos tipos de transplantes -intraventriculares e intracaudales-.
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DISCUSION

Es importante sefalar que el hecho de colocar el tejido extraido de la médula
adrenal fetal en el ventriculo lateral permite la conservacion de un mayor volumen de tejido
transplantado, ademas de que en esta condicion se presenta el mayor nimero de células
inmunorreactivas a TH con somas de mayor area en comparacion con los transplantes de
médula adrenal fetal colocados en el parénquima del nicleo caudado. Cabe recordar que
en los dos grupos en los que el transplante fue colocado en el parénquima estriatal los
volumenes iniciales de tejido transplantado fueron de 1y 5 ul y que entre ellos no hubo
diferencias significativas, en cuanto al volumen de tejido sobreviviente, nimero de células
inmunorreactivas a TH y tamarno del soma de éstas.

A pesar de las diferencias sefaladas, la disminucion de la conducta de giro inducida
por el agonista dopaminérgico apomorfina fue similar y sin cambios significativos entre los
tres grupos al comparar los resultados de las evaluaciones previas contra las evaluaciones
posteriores al transplante. Lo que indica que en los animales empleados en este reporte

el transplante no tuvo efecto funcional independientemente de su localizaciéon y volumen.

Aspectos motores.

En este reporte se presentd una disminucioén, aunque no significativa, del giro
inducido lo que corrobora lo sefalado por varios autores quienes mencionan que el
transplante de tejido dopaminérgico en animales con el modelo experimental de la
enfermedad de Parkinson produce disminuciéon en la conducta de giro inducida por
apomorfina (Freed y cols., 1981; 1983; Jankovic y cols. 1989; Becker y cols., 1990a;
1990b; Takashima y cols., 1992).

En estudios previos se ha reportado la sobrevivencia de las células
inmunorreactivas a TH colocadas en el ventriculo lateral o en el parénquima estriatal con
resultados ligeramente mejores respecto a la recuperacion funcional cuando el tejido se
coloca en el estriado (Torigoe y cols., 1989). Desafortunadamente, en dicho reporte no se

menciona el numero de las células catecolaminérgicas localizadas en cada zona, dato
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importante de conocer ya que la sobrevivencia celular se ha relacionado con la
disminucion de la conducta de giro (Bjérklund y cols., 1980; Nishimo y cols., 1986a; Bing
y cols., 1988; Date y cols., 1993; Cunningham y cols., 1994).

Debido a la relacion sefialada respecto a que la mejor conservacion del tejido
transplantado resulta en un mayor efecto sobre la conducta de giro inducida, los
resultados en el presente experimento, nos llevarian a pensar que el efecto conductual
deberia ser mas pronunciado en los animales con transplante intraventricular. Sin
embargo, hubo un efecto similar sobre la conducta de giro inducida por apomorfina entre
los transplantes colocados intraventricular e intraestriatalmente, y dicho efecto fue no
significativo intra grupo y entre grupos, es decir el transplante no produjo cambios sobre
la conducta de giro inducida.

Consideramos que la disminucién significativa de la conducta de giro puede
lograrse implantando el tejido intraestriatalmente, siempre y cuando se pueda incrementar
el volumen final del transplante y el nUmero de células inmunorreactivas a TH contenidas
en él, ya que en este reporte la similitud en el efecto sobre la conducta de giro, puede
deberse a que en los transplantes colocados en el ventriculo lateral las catecolaminas
liberadas desde estos, se difundieron a traves del liquido cerebroespinal llegando en
cantidades minimas al caudado, no siendo suficientes para reducir significativamente la
hipersensibilidad de los receptores dopaminérgicos (Rosenstein y Brightman, 1978; Freed
y cols., 1981; Herrera-Marschitz y cols., 1984).

Otra especulacion al respecto seria que el area del transplante sea importante para
lograr el efecto funcional, de tal forma que siendo que el parénquima estriatal es la zona
con deficiencia de dopamina y donde se localizan los receptores dopaminérgicos, el efecto
benéfico de un transplante mal conservado con pocas células inmunorreactivas a TH
puede ser semejante al efecto de un transplante mejor conservado con muchas células
inmunorreactivas a TH pero que se localizan fuera del area denervada de dopamina, en
este caso el ventriculo lateral.

Existe la posibilidad de que el area de contacto entre el transplante y el estriado

receptor influya sobre el efecto funcional del transplante. Es decir que el efecto benéfico
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del transplante dependa del area de contacto, ya que en los transplantes intraestriatales
el area de contacto es mayor aun cuando el tamarfio del transplante es menor, en
comparacion con los transplantes colocados intraventricularmente. Posibilidad remota ya
que el efecto funcional fue similar y sin cambios significativos entre los tres grupos
analizados en este reporte, independientemente de la zona de colocacion y volumen de

tejido encontrado postransplante.

Sobrevivencia celular.

La diferencia en el nimero total de células inmunorreactivas a TH en el interior del
implante entre el grupo transplantado en el ventriculo lateral y los grupos transplantados
en el parénquima estriatal fué de alrededor del 80%.

Empleando transplantes de médula adrenal fetal, Kordower y colaboradores (1990)
encontraron menor sobrevivencia de células inmunorreactivas a TH en los transplantes
colocados intraparenquimalmente en el estriado de rata, en comparacién con los
transplantes colocados en el ventriculo, diferencia en la sobrevivencia celular de alrededor
del 76% entre el grupo transplantado, porcentaje similar al reportado en esta investigacion.

Considerando que en este reporte los transplantes se realizaron con la médula
adrenal extraida de fetos con 17-18 dias de gestacion, edad éptima para la sobrevivencia
del transplante (Simonds y Freed, 1990), se esperaria que el transplante conservara
buena parte del volumen del tejido inicialmente transplantado, hecho que sélo se presentd
cuando el tejido se colocé intraventricularmente, de 1 ul transplantado se conservé 0.82
ul. Se puede especular que en este experimento las diferencias en el volumen de tejido
sobreviviente y el nimero de células inmunorreactivas a TH localizados entre ambos sitios
de transplante se deba a uno o varios componentes en el medio que favorezcan -en el
caso del ventriculo- o limiten -en el parénquima estriatal- el curso natural del desarrollo del
transplante.

Entre los componentes del medio que pueden influir sobre la sobrevivencia de las
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células implantadas se encuentra el estrés oxidativo. Existen datos que ponen de relieve
la susceptibilidad de las células dopaminérgicas transplantadas al estrés oxidativo, durante
o después de ser colocadas (Coyle y Puttfarcken, 1993; Olanow, 1993; Nakao y cols.,
1995). Nakao y colaboradores (1995) refieren el incremento en la media de sobrevivencia
de las neuronas inmunoteridas a TH (de 310 a 1250 células, aumento equivalente al
75.2%) y aumento en el volumen del transplante (de 0.697 mm?® a 0.812 mm?®, aumento
equivalente al 14.16%) cuando el tejido implantado estriatalmente es extraido de ratones
transgénicos con 2 o mas copias para el gene expresor de la superoxidasa dismutasa -
enzima encargada de la detoxificacion de radicales libres-. Es interesante hacer notar que
en el experimento de Nakao y colaboradores (op. cit.) la cantidad de células sobrevivientes
en los transplantes de tejido extraido del raton normal es semejante a la sobrevivencia
celular encontrada en los animales de nuestro experimento en los que se deposité el tejido
en el parénquima estriatal, mientras que la sobrevivencia de células inmunorreactivas a
TH reportada cuando se realizé el transplante de tejido donado por ratones transgénicos
es similar a la sobrevivencia celular encontrada por nosotros en el grupo en el que el
transplante se colocé intraventricularmente, datos que nos hacen pensar que los radicales
libres pudieron jugar un papel importante en la sobrevivencia celular de nuestros
transplantes.

Por otro lado, entre los componentes que se sabe tienen influencia sobre la
conservacion del transplante se encuentran los factores tréficos. Stromberg y
colaboradores (1985) reportan que después de 3 meses de haber transplantado bloques
de médula adrenal en el estriado de rata, la sobrevivencia de células inmunoteiidas a TH
fue de 127429 células. Este nimero se incrementé en un 28.28%, con la infusion de NGF.
Se ha propuesto que la viabilidad de los transplantes de las células cromafines a los
ganglios basales esta limitada por los bajos niveles de NGF en el estriado (Springer,
1988). En ratas esta demostrado que el exceso de NGF en las células cromafines
transplantadas en el estriado incrementan la sobrevivencia celular significativamente (Bing
y cols., 1988; Stromberg y cols., 1985). En algunos experimentos se ha logrado

incrementar la sobrevivencia del tejido transplantado recurriendo al cotransplante del tejido
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dopaminérgico acomparado de factores troficos o de tejido que se sabe contiene factores
troficos (Cunningham y cols., 1991; 1994; Doering 1992; Date y cols., 1993; Takayama y
cols., 1995; Chalmers y cols., 1995).

Debido a el efecto benéfico que han probado ejercer los factores tréficos, se podria
pensar que una de las causas de la diferencia en el volumen y sobrevivencia entre las dos
zonas donde se coloco el transplante en nuestro caso, corresponderia a las cantidades
de factores troficos en el medio. Jousselin y colaboradores (1993) transplantando la
médula adrenal fetal de ratén en el estriado de ratones adultos reportaron que una vez
transcurridos 3 meses el volumen del implante se increment6 al aplicar NGF en un 38.8%,
y las células contenidas en el transplante e inmunotefiidas a TH mostraron somas de
volumen 36.15% mayor que en el caso de transplantes similares pero sin infusion de NGF.
Cabe senalar que en los datos reportados en este trabajo, aun cuando no se realiz6 la
infusién de factores tréficos, el area ocupada por el soma celular fue 41.86% mayor en el
grupo transplantado intraventricularmente comparado con los grupos transplantados
intracaudalmente.

En nuestro caso la sobrevivencia del tejido transplantado puede estar limitada por
la cantidad de factores troficos en el parénquima estriatal; y no se puede descartar que
estos factores no sean selectivos para algun tipo de células contenidas en la médula
adrenal, de ahi la diferencia en el nimero de células remanentes entre ambas zonas de

colocacién del transplante.

Volumen del transplante y sobrevivencia celular.

En cuanto a la sobrevivencia celular se debe considerar que la mayor muerte de
ceélulas se presenta en el momento en que se realiza la manipulacion del tejido, al
extraerlo e implantarlo durante la cirugia, ya que el nimero de células sobrevivientes no
varia con el tiempo después de su implantacién (Stromberg y cols., 1985; Nakao y cols.,
1995). En nuestro caso se perdio el 18% del total del volumen de tejido en los transplantes

colocados en ventriculo lateral, mientras que para los grupos transplantados en
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parénquima estriatal la pérdida de volumen fué del 75 al 91.88%. Esto nos lleva a
relacionar la muerte celular con el medio al que se integra el tejido transplantado, ya que
en todos los transplantes se siguid el mismo procedimiento. Es decir que la poca
sobrevivencia en el estriado se deba a la escasez de nutrientes en el medio, o a la
dificultad de que estos nutrientes lleguen a las células que los necesitan. Otra posibilidad
seria que el tejido se perdio al momento de inyectarlo, que se haya quedado dentro de la
pipeta parte de él. Sin embargo esta posibilidad es muy remota ya que como se mencioné
previamente el tejido se colocaba en el interior de una micropipeta de vidrio, lo que
permitia observar el desplazamiento del tejido al interior del cerebro y tener un buen
control de los volumenes de tejido empleados.

Se sabe que los mayores indices de sobrevivencia al transplantar el tejido en
piezas solidas se logran al colocar el tejido en los ventriculos laterales (Rosenstein y
Brightman, 1978; Perlow y cols., 1979; Freed y cols., 1980), en nuestro caso el tejido se
transplant6 en piezas sdélidas y nuestros resultados corraboran esta afirmacion.

Se ha reportado que los transplantes de médula adrenal colocados en el ventriculo
lateral permanecen relativamente intactos después de 10 semanas del implante con
presencia de células de forma redondeada e inmunorreactivas a TH (Takashima y cols.,
1992). Coincidiendo con nuestros resultados Nishino y colaboradores (1986a) sefialan que
el mejor desarrollo de los transplantes intraventriculares se puede relacionar con el menor
dafo proporcionado por la zona de implante.

Las mediciones sobre el area de las células inmunorreactivas a TH indican que en
el grupo con el transplante colocado en el ventriculo lateral, el tamafio promedio del soma
es 41.86% mayor que cuando el transplante se coloca en el parénquima del nacleo
caudado. Entre los grupos transplantados en parénquima estriatal no hay diferencias
significativas en el volumen del transplante y ni en el tamafio de los somas de las células
inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa.

Dentro del tejido transplantado en el parénquima estriatal se encontr6 menor
nimero de células inmunorreactivas, en comparacion con el grupo con el transplante

colocado en el ventriculo lateral. De acuerdo con nuestros resultados, previamente se ha
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reportado que los transplantes de médula adrenal colocados en el interior del nicleo
caudado, aun cuando producen disminucién en la conducta de giro, no tienen una
apariencia tan robusta como los colocados en ventriculo lateral, presentando pocas
células inmunotefidas a TH acompanadas por tejido necrético (Nishino y cols., 1986a;
Becker y cols., 1990a).

Cabe destacar que entre los dos grupos de ratas que fueron transplantados en el
parénquima estriatal no hubo diferencias significativas en cuanto al volumen del tejido
postransplante a pesar de que el volumen inicialmente transplantado fue muy diferente.
Igualmente, no se encontraron diferencias significativas entre el numero de células
inmunorreactivas a TH y el tamafo del soma de estas células entre ambos grupos. No
existen otros reportes al respecto y por lo mismo, tampoco se han sugerido posibles
explicaciones. Habria que considerar la existencia de alguna forma de control o dafio
dentro del estriado que limite el crecimiento y desarrollo de los transplantes colocados en
el caudado, algunas de estas posibilidades son las que se han sefialado previamente.

El predominio de la forma ovalada en las células inmunorreactivas en los
transplantes colocados en el parénquima estriatal o en el ventriculo lateral puede estar
relacionado con la inclusién de corteza adrenal cuando se realizé el transplante de médula
adrenal, lo que mantendria el fenotipo de las células cromafines, dada la presencia de
corticoesteroides (Olson, 1970; Wurtman y cols., 1972; Unsicker y cols., 1978; 1980;
Olson y cols., 1980; Tischler y Grenee, 1980; Freed y cols., 1984). Se considera esta
posibilidad debido a que el transplante se realizé inmediatamente después de extraer la
médula adrenal del donador, y se trataba de retirar la corteza rapidamente. O bien por la
presencia de corticoesteroides en las zonas del cerebro receptor en donde se coloco el

transplante.



91

CONCLUSION:

Los transplantes de médula adrenal fetal colocados en el ventriculo lateral tienen
volumen de sobrevivencia, células inmunotefiidas a TH y soma celular de tamario
significativamente mayor que los transplantes de medula adrenal fetal colocados en el
parénquima estriatal de animales denervados unilateralmente con 6-OHDA, sin embargo,
la conducta de giro no presenta cambios en ambos tipos de transplantes.

La conducta de giro inducida por agonistas dopaminérgicos no presenta cambios
significativos cuando se transplanta médula adrenal fetal en el ventriculo lateral -1 ul- o
en el parénquima estriatal -1 o 5 |- de animales denervados unilateralmente con 6-OHDA.

Los transplantes de médula adrenal fetal colocados en el parénquima estriatal
tienen volumen de sobrevivencia, células inmunotefidas a TH y soma celular de tamario

similar a pesar de los diferentes volimenes inicialmente injertados -1y 5 .l-.
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