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RESUMEN.

En el estriado {a deplesion dopaminérgica causada a través de la lesion unilateral
de la via nigroestrial con 6-hid roxidopamina (6-OHDA) induce severas alteraciones
funcionales de origen neuroquimico, electrofisiol6gico y ultraestructural. Uno de los
métodos empleados para revertir estos cambios es el implantar tejido catecolaminérgico
en contacto con el estriado denervado. Mediante esta aproximacion se han presentado
diversos estudios que muestran que el transplante disminuye las alteraciones funcionales,
neuroquimicas y electrofisiolégicas producto de la deplesion de dopamina estrial. Incluso
se encontrd que el transplante establece conexiones sinapticas con el tejido anfitrion, sin
embargo no existen reportes que indiquen que sucede con las alteraciones a nivel del
neuropilo del nacleo caudado. Asi este experimento tiene como objetivo estudiar si el
transplante intraventricular de tejido mesencefdlico fetal colocado ipsilateralmente revierte
1as alteraciones ultraestructurales en el neuropilo del nicleo caudado causadas por la
denervacion unilateral de dopamina. Los experimentos se realizaron en ratas macho de la
cepa Wistar, algunas de las cuales fueron lesionadas con 6-OHDA (8ug en 4pl de solucion
vehiculo), mientras que en otros animales se inyecté Gnicamente solucién vehiculo, Con
el propésito de evaluar el grado de denervacion dopaminérgica se registré el giro inducido
por la aplicacién de apomorfina (0.25mg/Kg i.p.) en las semanas 3 y 5 después de la lesion.
Se emplearon Gnicamente aquellas ratas que siendo lesionadas con 6-OHDA, en ambas
evaluaciones mostraron 300 6 mas giros durante un periodo de 30 minutos de observacion.
40 dias después de la lesion se formaron tres grupos de animales: Gpo. Control (n=5) -’
animales con inyeccién de la solucién vehiculo, Gpo. Lesicn {n=5) -animales con deplesion
dopaminérgica, Cpo. Gelfoam (n=5) -animales con deplesion dopaminérgica y transplante
de Tul de gelfoam en el ventriculo ipsilateral a la lesién ¥ Gpo. Transplanfe (n=5) -animales
con deplesion dopaminérgica y transplante intraventricular de 1pl de tejido mesencefilico
fetal. En todos los grupos durante las semanas 2, 4, 6 y 8 después del transplante se
realizaron nuevamente pruebas de giro inducido. Al termino del periodo de evaluacién
se fijo el tejido cerebral y se se tomé un fragmento del cuadrante dorsomedial de la cabeza
del nicleo caudado ipsilateral a la lesién para procesarse bajo la técnica convencional de
microscopia electrénica de transmisién. Del tejido incluido en resina se realizaron cortes
finos los cuales se montaron en rejillas de cobre y se contrastaron. Los cortes se observaron
en un microscopio electrénico, fotografiandose 25 botones sindpticos por rata. Con la
ayuda de un programa computarizado de andlisis de imagen se analizo el arreglo
ultraestructural. Nuestros resultados muestran que en el grupo transplante disminuyé el
namero de giros inducidos por apomorfina y tanto en el grupo transplante como en el
grupo gelfoam se revirtié el incremento en el area de los botones sindpticos, alteraciones
producto de la deplesion unilateral de la dopamina estrial. Estos datos dan indicios de que
existen factores en el tejido anfitrion que son benéficos para &l mismo ¥ que se activan
gracias a los dafios mecinicos producidos por el implante.



INTRODUCCION:

La muerte celular en el sistema nervioso, usualmente se traduce en la manifestacion
de algunas enfermedades. Los ganglios basales se encuentran entre las estructuras
cerebrales mas frecuentemente afectadas por procesos neurodegenerativos, manifestandose
generalmenle como trastornos del movimiento. Los ganglios basales son un conjunto de
nicleos cerebrales subcorticales estrechamente interconectados entre si, los cuales son el

mayor eslabdn subcortical entre las dreas sensoriales y motoras de la corteza cerebral y son

un sitin da convargencia a intearacifn do divarcas aferencins {(Dclong, 12747 Dudie tas

enfermedades neurodegenerativas que afeclan a los ganglios basales destaca la
enfermedad de Parkinson, que se caracteriza por movimientos involuntarios con
disminucion de la fuerza muscular de los segmentos inméviles, con tendencia a la
inclinacién del tronco hacia delante, asi como marcha acelerada, sin alteracién intelectual
ni de los érganos de los sentidos.

La enfermedad de Parkinson tiene como caracteristica principal la muerte de las
neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra compacta (Hornvkiewicz, 1966); neuronas
que normalmente inervan el cuerpo estriado. La pérdida de estas neuronas provoca el
decremento de los niveles normales de dopamina en el cuerpo estriado. La pérdida celular
en la substancia nigra y la dopamina estriatal'implica un desbalance que afecta a las otras
estructuras que conforman los ganglios basales.

Se ha demostrado que en los pacientes afectados por la enfermedad de Parkinson,
las neuronas del cuerpo estriado, que normalmente reciben inervacion de las neuronas
dopaminérgicas, se encuentran atrofiadas, esto es, las dendritas de estas neuronas estan
hinchadas y con marcado decremento del niimero de espinas dendriticas (McNei! y cols.,
1988). Asi mismo se observa una disminucién de ia serotonina y la norepinefrina
(Bernheimer y cols., 1973; Langston v cols., 1987), acompanado por el decremento en la
actividad de las enzimas biosintéticas de las catecolaminas: tiroxina hidroxilasa (TH) v

dopa déscarboxilasa (Lloyd v cols., 1975; Waters y cols., 1988; Picke! v cols., 1992}.



Organizacién de los Ganglios Basales.

Los ganglios basales son el mayor eslabén subcortical entre las dreas sensoriales v
motoras de la corteza cerebral y son un sitio de convergencia e integracion de diversas
aferencias. La importancia de los ganglios basales en la integracién sensoriomotora, se
hace evidente al observar los déficits de movimiento, postura y tono muscular que
presentan los pacientes con desérdenes en estos niicleos (DeLong, 1974).

I.os eangling bacales ectin farmadaos vor cinco niiclens stheorticales nne narticinan
entre otras cosas en el control de los movimientos, estos son: el nucleo caudado, el
putamen ( en conjunto denominados cuerpo estriado), el globo pilido (segmentos interno
y externo), el nicleo subtaldmico y la substancia nigra (SN) . El nicleo accumbens es
considerado como extensién ventral del estriado por su similitud morfolégica y anatémica,
asi como por su origen embriol6gico (DeLong y Georgopoulos, 1981; Albin y cols., 1989;
Alexander y Crutcher, 1990; Wilson, 1990; Coté y Crutcher, 1991).

La SN esta ubicada en el mesencéfalo y presenta dos divisiones: una porcion ventral
llamada pars reticufata (SNr) que se asemeja citolégicamente al globo palido v una
porcidn dorsal pigmentada llamada pars compacta (SNc), compuesta por células
dopaminérgicas cuyos cuerpos neuronales contienen neuromelanina (Carpenter, 1976}
pigmento obscuro, el cual parece ser un polimero de la dopamina o sus metabolitos, v que
da a la SN su nombre. El globo palido interno v la SNr constituyen los principales nacleos
de salida de los ganglios basales (Carpenter, 1976, 1984; Alexander y Crutcher, 1990).

En el estriado del humano se han descrito siete diferentes tipos de neuronas (Chang
y cols,, 1982; DiFiglia y cols., 1976; Dimova y cols., 1980; Chang y Kitai, 1982; Gravenland
y cols., 1985). Se estima que el 95% de las neuronas estriatales son neuronas espinosas
medianas caracterizadas por un cuerpo celular que mide entre 10-20um de didmetro, estas
neuronas proyectan hacia el globo palido (Chang vy cols., 1981) y a la SN (Grofova, 1975;
Somogyi .y cols, 1981). Contienen &cido gamma aminobutirico (GABA) como

neurotransmisor (McGeer y McGeer, 1975; Bolam vy cols., 1983; Albin, 1989; Graybiel,
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1990). Las neuronas espinosas medianas, ademds emiten colaterales que eslablecen
contactos sindpticos con las dendritas, las espinas de las dendritas y el soma de otras
neuronas espinasas medianas (Wilson y Groves, 1980). Dentro de las neuronas espinosas
estriales también existen las neuronas GABAérgicas de proyeccion, de tamaiio mediano,
pero con pocas espinas dendriticas (Bolam y Smith, 1981).

Entre las interneuronas estriales sin espinas estin las neuronas grandes (con un
didmetre de entre 20-30pm), las cuales son colinérgicas (Fox, y cols,, 1971; Braak y Braak,
1982; Chang y Kitai, 1982; Di Figlia v cols., 1982; Bolam y cols., 1984}, y otras mds, entre
¥y GABA (McGeer y McGeer, 1975; Bolam ¥ cols., 1983).

Las neuronas espinosas medianas forman el mayor niimero celular en el estriado.
Aunque su morfologia es homogénea, estas'neuronas, ademds de contener GABA como
neurotransmisor, expresan diferentes neuropéptidos (Penny y cols., 1986), incluyendo
substancia P’ (Hong, y cols., 1977; Bolam y cols. 1983; Brauth y cols., 1983; Christensson-
Nylander y cols., 1989), encefalinas (Hokfelt v cols., 1977; Weber v cols., 1982) v dinorfina
(Davies y Dray, 1976). Las dendpritas de estas neuronas se extienden en un radio de mas
de 250-300pm (Wilson y Groves, 1980). Estas dendritas son fisas en las primeras 30um, de
ahi se ramifican y presentan numerosas espinas dendriticas. Otra caracteristica de estas
neuronas es que su axon colateral se distribuye en la misma area que su arbol dendritico
(Bishop y cols., 1982; Wilson v Groves, 1930).

La complejidad del estriado, entre todas las estructuras de los ganglios basales, es
ejemplificada por la rica diversidad de neu;'otransxllisores que se han detectado va sea
entre las neuronas estriatales o entre las aferencias al estriado. Las evidencias muestran
que las neuronas estriatales contienen GABA, acetilcolina, Substancia P, somatostatina v
péptidos opidceos, mieniras que las aferencias incluyen aquellas que contienen glutamato
(proveniente de la corteza y el tilamo), dopamina (de la SNc) y 5-hidroxitriptamina (del
rafe dorsal} (Hattori y cols,, 1973; Herrera-Marschitz vy cols., 1986; Sandler v cols., 1987;
Voorn y Buijs, 1987; Reiner v Anderson, 1990; Stoof v cols., 1992; Pickel y cols,, 1992;



McGeer y McGeer, 1993; Martone y cols., 1993; Dstergaard, 1993; Angulo y Mc Ewen,
1994; White v cols., 1994).

El glutamato estd asociado con las vias cdrtico-estriatal, tilamo-estriatal, tilamo-
cortical y subtdlamo-palidal (Sandier y cols., 1987; Bolam e Izzo, 1987; Graybiel, 1990;
Carlsson y Carlsson, 1990; McGeer y McGeer, 1993). El GABEA interviene en las vias
palido-talamica, SNr-talamo, SNr-tallo cerebral, intraestriatal, estriato-palidal, palido-
subtilamica y pélido-nigral (McGeer y M.cGeer, 1975; Albin y cols., 1989; Alexander v

Crutcher, 1990; Graybiel, 1990a; McGeer y McGeer, 1993; White y cols,, 1994). La

donamina aetsd acariada ran La via nicrnacirictal £ A ndAn woonls 10ZA. 1046, T )
T groocirintal (Andén v oz

R A R A U RS VTR

,1964; Poirier v Sourkes, 1965; Ungerstedt, 1971a; Graybiel, 1990a; Alexander y Crutcher,
1990; McGeer y McGeer, 1993). La acetilcolina se localiza ;en las interneuronas estriatales
(Butcher y Butcher, 1974; Cuello, 1987; Graybiel, 1990a; Alexander y Crutcher, 1990;
McGeer y McGeer, 1993; @stergaard, 1993). Y la serotonina con la via rafe-estrialal
(Hattori y cols., 1976; Rebec y cols., 1981; Graybiel, 19%0a; Alexander ¥ Crutcher, 1990;
McGeer v McGeer, 1993; Angulo y McEwen, 1994). Ademés el GABFA, coexiste con
algunos neuropéptidos en varias combinaciones en los circuitos principales y en las
interneuronas de los ganglios basales (Hong y cols., 1977; Weber y cols., 1982; Brauth v
cols., 1983; Kubota y cols., 1986; Christensson-Nylander v cols., 1986; Reiner y Anderson,
1990; Graybiel, 1990a; Pickel y cols., 1992; Angulo y McEwen, 1994). La ausencia de
dopamina por la muerte de las neuronas en la Snc provoca severos desequilibrios entre
todos estos neurctransmisores.

En la tabla se presenta un resumen de las aferencias que tienen contacto con las
neuronas espinosas estriales sefalandose la zona de contacto, tipo de contacto, origen de

[a aferencia y neurotransmisor relacionado.



AFERENCIAS A LAS NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAS ESTRIALES.

ESTRUCTURA DE THO DE ORICEN NEUROTRANSMISOR
UCONTACTO SINAPTICO CONTALUTO
FSPINA DENDRITICA
CABEZA ASIMETRICOH CORTEZA v TALAMO CLUTAMAT(O
CUELLO SIMETRICO SN OIPAMINA
NEU. FS*. MEDIANA CARA, ST, ENC
DENDRITA DISTAL ASIMETRICO INTERNEUKONAS AU, SOM
ASIMETRICO CONTEZA CLUTAMATO
SIMETRICO NELL BN MEFHANA CABA, ENC
SN ITHWAMINA
SEREA N TRDITA PN N ERINCURINAS AL b, S0M
I'ROXIMAL NEU. ESI. MEDIANA GABA, SIY ENC
SN POTAMINA

ABREVIATURAS: ACh, acetilcoling; ENC, encefalina; Som, somalastaling; SP, subslancia P,
Madilicado de Gerfen (1988).

Modelo experimental.

Ungerstedt, en 1971(a), presento los resultados de sus experimentos en los cuales
empleando ratas, causé la destruccion selectiva de la substancia nigra mediante la
inyeccion de la neurctoxina 6-Hidroxidopamina (6-OHDA). La muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas se realiza invectando la neurotoxina directamente en la
substancia nigra, o en la via nigroestrial. La 6-OHDA es introducida por las neuronas
catecolaminérgicas a través de los sistemas de recaptura de dopamina de alta afinidad,
provocando la acumulacién intraneurcnal de compuestos citoloxicos que afectan a las
terminales axdnicas y a los cuerpos celulares (Heikkila y Cohen, 1971; Zigmond y cols.,
1990).

Estas lesiones eliminan la mayor parte de la inervacién dopaminérgica at estriado;
se sabe que la inyeccidn de la 6-OHDA en el haz medial del cerebro anterior disminuve
las concentraciones de depamina en el nacleo caudado en cerca del 95% (Ungerstedt,
1971b). La respuesta de las neuronas estriales a la ausencia de dopamina, es el incremento

en el nimero de receptores dopaminérgicos postsinapticos, fenémeno conocido como
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hipersensibilidad por denervacién y que surge a partir de la necesidad del sistema para
aprovechar la dopamina existente (Ungerstedt, 1971a; b; Christie y Crown, 1971; Miller v
Beninger, 1991).

Inmediatamente después de la lesién las ratas muestran negligencia sensorial
ipsilateral a la lesién asi como tendencia espontanea a caminar en circulo ("girar" o
‘rotar") en direccién al lado de la lesion -giro ipsilateral- (Zager y Black, 1988; Borges,
1988; Becker y cols., 1990). Ungerstedt (1971a) también exploré los efectos de los agonistas
dopaminérgicos sobre las funciones motoras encontrando que al aplicar agonistas directos
como la apomarfina. las ratac neacantaban mosinmizntss rolalon ive waaver bados formando
circulos hacia el lado contralateral a la lesién.

El giro también puede ser inducido con la administracion de anfetaminas, que al
liberar la dopamina en el caudado contralateral a la lesién (Ungerstedt, 1971b) provacan
que el animal lesionado unilateralmente gire tipicamente en la direccién ipsilateral, i.e. en
direccién opuesta hacia donde el sistema dopanminérgico tiene mayor actividad. El
namero de giros que el animal emite después de la administracién del farmaco se pueden
registrar sin dificultad (Segen y Pappas, 1988) y provee una estimacion confiable de la
extension en la deplesion de dopamina (Schmidt y cols., 1982), de tal forma que si al
animal depletado se le administra apomorfina vy se registran 100 6 mas giros en un
periodo de 30 minutos se puede considerar que la denervacion de dopamina equivale a
aproximadamente el 95% del total (Ungerstedt, 1971a; Hefti y cols.,1980; Dravid v cols.,
1964).

Debido a lo sencillo de 1a aplicacion de la neurotoxina, el mantenimiento y costo
de los roedores, comparado con primates, asi como a la facilidad de registrar
conductualmente las alteraciones del sistema nigroestrial éste es uno de los modelos mas
empleado para investigar aspectos relacionados con la neurodegeneracion V recuperacion
del sistema nervioso central, siendo considerado por algunos autores como un modelo

experimental de la enfermedad de Parkinson.
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Otros efectos de la deplesién dopaminérgica.

La deplesion dopaminérgica unilateral ademds de tener los efectos antes descritos,
incrementa la densidad de los receptores D, (Creese, y cols., 1979; Waddington v cols,,
1979; Feuerstein y cols., 1981; Heikkila y cols., 1981; Guerin y cols., 1985; Savasta y cols.,
1987; 1958; Graham y cols., 1990; Joyce, 1991a; 1991b; Radja y cols., 1993; Qin y cols., 1994)
y decrementa la densidad de los receptores Dy, comparado con el estriado de animales
control (Savasta y cols., 1957; Ariano, 1988; 1989; Marshall y cols., 1989; Joyce, 1991a; 1991b;
Rasja y Cuis, 1993; Qiny cols., 1994),

Aunado a las diversas alteraciones quimicas, se ha descrito que en el estriado
depletacdo de dopamina hay decremento en la expresion de los genes precursores de fas
encefalinas y las taquininas (Sivam v col., 1987; Voorn y cols., 1987b), asi como incremento
en las concentraciones de las proencefalinas y el GABFA y sus respectivos RNAm (Vernier
y cols, 1988), aumento en la inervacion serotoninérgica (Descarries v cols., 1992) v
disminucion de los niveles de |a substancia P, dinorfinas v sus respectivos RNAm (Voorn
y cols,, 1987b; Smith v cols., 1993). También se ha descrito la pérdida del control inhibitorio
que tiene la serotonina sobre la liberacion de.acetilcolina (Joyce, 1991a; Descarries y cols,,
1992}, liberacion anorma! de acetilcolina en el estriado Ieéionado (DeBoer y cols., 1993),
incremento de los sitios de recaptura de acetilcolina (Joyce, 1991b}, asi como incremento
en la expresion de la proteina acidica fibrilar glial en ambos estriados, sobre todo en el
ipsilateral a la lesién (Jedrzejewska y cols., 1990; Sheng v cols., 1993).

Actualmente gracias a divesas investigaciones electrofisiolégicas se sabe que la
denervacién de dopamina estrial produce aumentos en la frecuencia de las descargas
espontineas en las neuronas estriales (Ohye v cols.,, 1970; Ungersted v cols. 1975;
Arbuthnott, 1976; Siggins y cols., 1976; Schultz v Ungerstedt, 1978; Galarraga v cols., 1987;
Diloreto y cols., 1996; Strémberg v Bickford, 1996).

Ademas de inducir las alteraciones antes descritas, la depresidn dopaminérgica

inducida por la neurotoxina 6-OHDA provoca también alteraciones ultraestructurales,
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Diversos estudios muestran que en el estriado denervado de dopamina, se observa un
incremento en el nimero de contactos axodendriticos asimétricos, ademas de que los
botones sindplicos son més grandes, compa.rados con las ratas control a partir de los doce
dias postlesién (Ingham y cols,, 1991; 1993; Pickel y cols., 1992). Por olra parte,
Jedrzejewska y colaboradores {1990), encontraron la existencia de cuerpos
multivesiculares, células obscuras, y alteraciones en los organelos -principalmente las
mitocondrias- que se encontraban hinchadas y con la matriz densa.

Investigando la evolucién de las alleraciones ultraestructurales inducidas por la
lesién unilateral de la via nigrosctrial co ha degoris, que ©i tamano ae 1os botones
sindpticos localizados en el neuropilo del nicleo caudado ipst y contralateral a la lesién
se ve incrementado por efecto de la lesion, presentando ademas alteraciones en la
distribucion de las vesiculas sinapticas, pérdida en el namero de contactos sindpticos con
las espinas dendriticas y mayor namero de contactos sinapticos dobles al compararse con
observaciones hechas en animales con falsa lesién (inyeccién de solucién salina). Dichas
alteraciones son progresivas alcanzando su maximo hacia los 60-120 dias postlesién, pero
son estadisticamente significativas a partir de los 40 dias postlesién (Avila-Costa, 1995).

Ingham y colaboradores {1991b) encuentran que al eliminar unilateralmente la via
nigroestrial con 6-OHDA, el didametro de los botones encefalinérgicos aumento
significativamente. Por su parte Pickel v colaboradores (1992), efectuaron lesiones
unilaterales con esta misma neurotoxina en ratas neonatas, y describen que los botones
inmunorreactivos a TH también aumentaron de tamafio cuando las ratas lesionadas va
eran adultas. Ademas, estas observaciongs han sido confirmadas mediante ¢l analisis
ultraestructural del nicleo caudado de pacientes con enfermedad de Parkinson {Colin-

Barenque, 1994), en los que se observan alteraciones en el tamafio de los botones sindpticos.
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Recuperacién de las funciones a través del transplante de tejido

dopaminérgico.

El modelo propuesto por Ungerstedt (1971a) fue aceptado rapidamente y se emplea
como un modelo animal de la enfermedad de Parkinson. De hecho gran parte de los
estudios sobre transplantes intracerebrales se han realizado empleando este modelo. Dos
estudios realizados en diferentes laboratorios por Perlow y colaboradores (1979), y por
Bjorklund y Stenevi (1979) 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
lesién o en una cavidad dorsal en la cabeza del caudoputamen reduce los sintomas del
parkinsonismo inducido en ratas por la inyeccion de 6-OHDA en la via nigroestriai.
Posteriormente Freed y colaboradores (1980) encuentran que las concentraciones de
dopamina aumentan en las zonas adyacentles al transplante y que estas concentraciones
estan relacionadas con la disminucion en el giro inducido, cambio que en los animales que
él registr6é persiste hasta 6 meses después del transplante. Debido a los resultados
favorables los trabajos sobre los efectos del transplante de células catecolaminérgicas al
nicleo caudado o al ventriculo se realizan principalmente en ratas con deplesién unilateral
de la dopamina estrial.

Basandose en las estimaciones de los contenidos de dopamina y sus metabolitos se
ha propuesto que los cambios conductuales observados en los animales transplantadoes son
debidos a la difusién de la dopamina liberada desde el tejido transplantado, ejerciendo su
efecto sobre los receptores hipersensibles (Freed y cols., 1980; 1981; 1983; 1985; Lescuadron
y Stein, 1990; Bjorklund, 1991; Lindvall 1991a; 1991b).

Con el empleo de autorradiografias que revelan el consumo de “C-2-Deoxi-D-
glucosa Schmidt y colaboradores (1982; 1983) encuentran que los transplantes de tejido
dopaminérgico en el interior del caudado denervado mantiene los niveles metabélicos en
un grado similar al observado en SNC in sifu. Histoquimicamente se ha encontrado el

incremento bilateral en la actividad metabélica de las mitocondrias estriales después del
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implante estrial de tejido dopaminérgico (Collier y cols., 1997).

A través de la cromatografia liquida de alta presion se ha establecido que el tejido
transplantado es capaz de sintetizar y liberar dopamina (Freed y cols., 1980; 1981; 1983;
1985; Schmidt y cols., 1982; 1983; Stromberg y cols., 1984). Becker y colaboradores (1988;
1990) y Takashima y colaboradores (1992) empleando esta misma técnica encontraron
incremento en las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en el liquido
cefalorraquideo y el suero sanguineo pero no en et caudado denervado de los animales
transplantados intraventricularmente, propon.iendo al torrente sanguineo como ef vehiculo
pui suiie viaja ia dupanina hacia el estriado denervado. La cromatografia liquida ha
revelado también que en animales lesionados unilateralmente y transplantados
intraestrialmente con tejido dopaminérgico, se observa un incremento considerable en las
concentraciones de dopamina y sus metabolitos, incremento relacionado con la
sobrevivencia de las células inmunoteiidas para TH (Strémberg y cols., 1984; Nishino v
cols., 1988; 1990; Brundin, 1988; Rioux y cols., 1991; Moukhles y cols,, 1992; Walters v
cols., 1992; Hori y cols., 1993; Elsworth y cols., 1996) y células que contienen RNAm para’
TH, demostrado mediante hibridacién in sity (Nishino y cols., 1990). También se ha
sugerido ciue el transplante del mesencéfalo es capaz de elevar significativamente la
densidad de los transportadores de la dopamina que se ve afectada por la deplesion
dopaminérgica estrial (Elsworth y cols., 1996).

El transplante ipsilateral empleando tejido dopaminérgico ha mostrado tener un
efecto mas extenso que los resultados antes descritos. La observacién de los transplantes
en el microscopio de luz y en el microscopio electronico ha mostrado que el tejido
transplantado desarrolla neuritas que se extienden hacia el tejido anfitrién y que son
capaces de establecer contactos sinapticos con éste (Mahalik y cols., 1985; Bolan y cols.,
1987; Nishino y cols., 1990; Moukhles y cols., 1992; Gopinath y cols., 1996; Kordower v
cols., 1997; Bjorklund y Strémberg, 1997). .

Las observaciones hechas con la ayuda del microscopio electrénico indican que los

transplantes intraestriales de tejido mesencefélico tienen apariencia madura hacia las 5-6
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semanas de implante, pudiéndose identificar 6 tipos de neuronas y 8 tipos de ferminales
axdnicas formando sinapsis simétricas y ‘asimétricas con los somas, las dendritas, las
espinas ¥ los segmentos iniciales del axén de las neuronas del cerebro receptor (Mahalik
v cols., 1985). En este mismo periodo también se encuentran elementos inm unoreactivos
a TH pre y post-sindpticos en el estriado receptor; se han observado axones teiiidos en
contacto sindptico con dendritas sin tincién y algunas dendritas inmunorreactivas que
fueron blanco postsindptico de terminales axénicas sin lincion (Mahalik vy cols., 1985;
Nishino y cols., 1986; Mendez y cols., 1993).

El implante de tejido dopaminéreicn nueda revertiv of incramonts o0 13 Zensidad
de receptores D,, observada en el caudado depletado de dopamina, llevando dicha
densidad a niveles del caudado contralateral (Freed y cols., 1983; Blunt y cols., 1992), v
salvo un leve incremento en la densidad de los receptores D, localizados en el 4rea lateral
del estriado, el transplante parece no tener efecto sobre la densidad de estos receptores, los
que se encuentran disminuides después de la inyeccién unilateral de 6-OHDA (Blunt v
cols., 1992). Apoyando estas observaciones Chritin y cols. {1992) encontraron gue la
expresion de RNAm proexpresién de receptores D, se revierle en la zona dorsolateral de
los estriados ipsi y contralateral a la lesién después de un mes postransplante.

Entre los cambios quimicos descritos después del transplante catecolaminérgico se
encuentra la normalizacién en la expresién del RNAm de las preproencefalinas, RNAm
de las preprotaquininas (Cadet y cols., 1991; Mendez y cols., 1993; Cenci y cols, 1993) v
disminucion en la densidad de expresion del neuropéptide Y (Moukhles v cols,, 1992),
Cabe sefialar que el tratamiento con L-DOPA en ratas lesionadas unilateralmente también
puede revertir algunas de las alteraciones presentadas en el estriado de animales
denervados de dopamina, afecta la expresion del RNAm precursor de las
preproencefalinas, preprotaquininas y preproglutamato descarboxilasa (Zeng y cols.,
1996).

Electrofisiolégicamente se ha descrito que la lesién unilateral de la via

dopaminérgica nigroestrial produce un incremento en el nimero de neuronas estriales con
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descarga espontdnea e incrementa la taza de disparos de las mismas, y que el transplante
es capaz de disminuir significativamente dichos incrementos (Diloreto y cols., 1996;

Strémberg y Bickford, 1996).
Transplantes dopaminérgicos en humanos.

Respecto al funcionamiento de los transplantes de mesencéfalo fetal im plantado en
humanos se han realizado cirugias colocando el tejido en bloque o suspensién. En los
casos en-que el tejido es colocado en contartn con al radoomuinman mr2fdmenie g el
cuadrante dorso medial, se ha descrito la disminucién de los sintomas de la enfermedad
de Parkinson, registraindose mejoras en la postura y velocidad de los movimientos, por
periodos de hasta 3 afios, coincidiendo con aumento en la recaptura de fluorodopa tritiada
demostrado mediante tomografia por emisién de positrones (Lindvall y cols., 1992; 1994;
Spenser y cols., 1992; Hoffer y cols., 1992; Sawle y cols., 1992 ; Zabek y cols., 1994). Incluso
existen investigaciones que sefalan la restauracion bilateral en la sintesis de ﬂuorodopa‘
tritiada en estriado, y que se relaciona con la sobrevivencia del tejido transplantado y
reinervacién del estriado receptor (Spencer y cols., 1992, Kordower y cols., 1997;1998).

En humanos varios investigadores han optado por la alternativa del transplante
autdlogo de médula adrenal (Backlund y cals., 1985; Madrazo y cols., 1987; Freed y cols.,
1981; Strémberg y cols., 1984; Lieberman y cols., 1989) que contiene células cromafines las
cuales producen cantidades importantes de catecolaminas (Kirshner, 1975). Los
transplantes autélogos de médula adrenal colocados en el parénquima estrial han
presentado resultados contradictorios, de tal forma que mientras algunos autores sefialan
cambios favorables en las alteraciones motoras y sobrevivencia del trarisplante con células
y fibras inmunorreactivas a TH (Bakay y cols, 1990; Kordower y cols., 1991; Diamont v
cols., 1994), otras investigaciones mencionan cambios temporales con mejoras en la postura

v en el desempefio de pruebas estandarizadas en periodos de 2 semanas a 6 meses, con

posterior regreso en el desempeiio a niveles preoperatorios (Choi y cols., 1990; Bakay v
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cols., 1990; Lépez-Lozano y cols., 1991; Zhang 1992}, sobre todo en transplantes que
finalmente presentaron pocas células inmunorreactivas a TH y con procesos necréticos en
el tejido implantado y sus alrededores (Dstergaard y Rasmussen, 1991). Incluso ha
sucedido que después del transplante de tejido dopaminérgico no se encuentran cambios
en las alteraciones motoras (Machado-Salas y cols., 1990; Chung y cols., 1994), en los

metabolitos dopaminérgicos, ni en la actividad eléctrica cerebral (Machado-Salas y cols.,
1990).

OBJETIVO:

Estudiar los efectos del transplante intraventricular de tejido mesencefilico fetal
sobre las alteraciones ultraestructurales causadas por la denervacién unilateral de

dopamina en el neuropilo del nacleo caudado.
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cols., 1990; Lépez-Lozano y cols., 1991; Zhang 1992), sobre todo en transplantes que
finalmente presentaron pocas células inmunorreactivas a TH y con procesos necréticos en
el tejido implantado y sus alrededores {@stergaard y Rasmussen, 1991). Incluso ha
sucedido que después del transplante de tejido dopaminérgico no se encuentran cambios
en las alteraciones motoras (Machado-Salas y cols., 1990; Chung y cols., 1994), en los

metabolitos dopaminérgicos, ni en la actividad eléctrica cerebral {Machado-Salas y cols.,
1990}.

OBJETIVO:

Estudiar los efectos del transplante intraventricular de tejido mesencefalico feta!
sobre las alteraciones ultraestructurales causadas por la denervacion unilateral de

dopamina en el neuropilo del nacleo caudado.
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METODO:

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Wistar, las cuales
pesaban entre 180-200 grs. al inicio del experimento y se mantuvieron en un ciclo de luz-
obscuridad 12:12hrs. con libre acceso al agua y al alimento.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbitat sédico (35mg/kg i.p.} y por
métodos estereotaxicos se realizé [a lesion unilateral del haz medial del cerebro anterior
izquierdo inyectando 8pl de 6-hidroxidopamina en 4ul de solucién salina con 0.2 mg de
acidu astOrico (veincuio), durante un periodo de > MINULOS. LOMO Control, en algunos
animales se inyecté unicamente 4pl de la solucién vehiculo, utilizando las mismas
coordenadas y siguiendo el procedimientg empleado para la lesion con la 6-OHDA. Las
coorderiadas 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 denervacién dopaminérgica se registrt el giro
inducido por apomorfina (0.25 mg/kg i.p.} en las semanas 3 y 5 después de la lesion. Se‘
emplearon Gnicamente aquellas ratas que siendo lesionadas con 6-OHDA mostraron 300
6 mas giros durante un periodo de 30 minutos de observacién, en ambas evaluaciones.

40 dias después de la lesién algunos animales fueron transplantados con el
mesencéfalo ventral extraido de fetos con 17-18 dias de gestacién. Con métodos
estereotaxicos se inyectd 1pl de tejido de forma directa después de la diseccién, colocando
los trozos de mesencéfalo en la punta de una micropipeta de vidrio acoplada a una
microjeringa Hamilton,

Se formaron cuatro grupos de animales:

Grupo Control (n=5) - animales sin destruccién de la via dopaminérgica nigroestrial.
Grupo Lesién {n=5) - animales con lesién de la via dopaminérgica nigroestrial.

Grupo Gelfoam (n=5) -animales con lesién de la via dopaminérgica nigroestrial v
transplante de 1pl de gelfoam (gelatina purificada absorbible por los tejidos corporales)

en el ventriculo ipsilateral a la lesién en las mismas condiciones y coordenadas que el



grupo transplante.

Grupo Transplante (n=5) -animales con destruccién de la via dopaminérgica nigroestrial
e inyeccion de Tpl de tejido mesencefalico en el ventriculo ipsilateral a la lesién, en las
coolrdenadas 0.2 mm anteroposterior y 1.3 mm lateral partiendo de bregma, v -4.8 mm
vertical a partir de meninges.

En todos los grupos durante las semanas 2, 4, 6 y 8 después del transplante o
correspondientes (en los grupos sin transplante) nuevamente se evalué el giro inducido
por apomorfina (0.25 mg/kg i.p.).

Al torming d2! povivdu de evaiuacion, cada antmal se perfundié por via
intracardiaca pasando 150 ml de solucién salina (al 0.9 M, p.H. = 7.4), y fijando con una
mezcla de 300 ml de paraformaldehido (al 4%) y glutaraldehido (0.5% ) (en buffer fosfatos
al 0.1 M, p.H. = 7.4). Una vez perfundidos tos animales, se extrajeron los cerebros v se
colocaron en el mismo fijador por 2 hrs. Se tomé un fragmento del tejido, que en todos los
casos correspondié al cuadrante dorso medial de la cabeza del niicleo caudado ipsilateral
a la lesién, y se procesaron mediante la técnica convencional para microscopia electrénica
de transmisién. Después de lavar los fragmentos en PBS, se colocaron durante una hora
en tetrabxido de osmio al 1%en PBS para la postfijacion; posteriormente los fragmentos
fueron lavados con PBS en tres cambios. de 10 minutos cada uno. El siguiente paso
consisti6 en la deshidratacién del tejido con alcoholes en concentraciones crecientes (del
30% al 100%); el tejido fue bafiado en cada concentracién de alcohol (de 50 a 90%) durante
lapsos de 10 minutos. Posteriormente el tejido se colocé en alcohol al 100% por tres
ocasiones de 10 minutos cada una. Finalmente, el tejido se colocé en 6xido de propileno
durante dos periodos de 10 minutos cada uno. Para la infiltracién los fragmentos se
sumergieron durante una hora en una mezcla de resina 1:1 araldita-6xido de propileno a
60°C, por 12 horas en una mezcla 2:1 a temperatura ambiente, y finalmente se incluyeron
en araldita pura a 60°C durante 24 horas.

Una vez polimerizada la resina, se procedié a realizar los cortes finos de

- aproximadamente 900A en un ultramicrotomo Reichert-Jung utilizando cuchillas de vidrio.
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Se montaron los cortes en rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo al 5%
durante 20 minutos y con citrato de plomo al 0.4% por un periodo de cinco minutos. Los
cortes se observaron en un microscopio electrénico Jeol Jem 100 CX II, fotografiandose 25
botones sindpticos de tejido proveniente del niicleo caudado ipsiateral por rata.

Se digitalizo la imagen de los negativos mediante un scaner (Scanjet 4c/T de
Hewlett Packard) y se prosigui6 al analisis ultraestructural, que consistié en la medicién
de los 25 botones presindpticos mediante un programa de analisis de imagenes

computarizado (Image-Pro Plus, versién 3.0.1, Media Cybernetics) considerandose los

sigulentes parametros:

. Area del botén presindptico.
. Longitud de la zona activa.
J Distribucién de las vesiculas sindpticas. Estas se dividieron en: dispersas de dos

tipos (aquéllas que ocupen mas de 50% de la superficie del botén sinaptico v
aquéllas que ocupen menos del 50% de la superficie), concentradas (clasificadas
bajo la misma légica que las dispersas) y mixtas (que contengan vesiculas dispersas

y concentradas en el mismo botén, sin especificar cantidad).

. Tipo de contacto sindptico (simétrico o asimétrico).
. Estructura postsindptica (espina o dendrita).
. Nimero de sinapsis establecidas con la misma estructura (simple, doble u otras -

més de dos contactos con una misma estructura-).

ESTADISTICA.

Para comparar el giro inducido, el didmetro de los botones sinapticos y la longjitud
de la zona activa se emple6 la prueba t para muestras pareadas (comparacién intrasujetos),
y ANOVA para la comparacion entre grupos. .

En cuanto a la distribucién de las vesiculas sinapticas, el tipo de contacto sinéptico
el namero de sinapsis establecidas con la. misma estructura y el tipo de estructura
postsinaptica se empleo la prueba de Wilcoxon (comparacién intrasujetos) y la prueba de

Kruskal-Wallis para la comparacién entre grupos.
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RESULTADOS:

ASPECTOS MOTORES
La comparacion del namero de giros inducidos por apomorfina revelé que en las
evaluaciones pretransplante no hubo diferencias significativas entre los grupos con lesién
de la via dopaminérgica nigro-estrial (p)0.05), el grupo control no mostré giro inducido.
Respecto al efecto de los transplantes de substancia nigra sobre la conducta de giro
inducida por apomorfina, nuestros resultados muestran que este grupo presenté una

disminucion global significativa del giro de cerca del 21% (p{0.05)grafica 1).

Giro inducido
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Grafica 1.- Numero de giros inducidos por apomorfiria. El transplante de substancia nigra disminuyé gradual
y significativamente el promedio de giros (* = p{ 0.05 gpo. Transplante V.S. gps. Lesién y Gelfoam), mientras que los
grupos lesion y gelfoam presentan incremento en el promedio de giros. :
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AREA DE LOS BOTONES SINAPTICOS.

Avea de los botones sinapticos
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Gréfica 2.- Tamafio promedio de los botones sindplicos en cada uno de los grupos estudiados. Se observa Gue
la lesion de la via nigro estrial induce el aumento dei drea de los botones sindpticos {p{ 0.05). Sin embaryo,

tanto el implante de gelfoam come el de substancia nigra revierten el mencionado aumento,

Con respecto al area de los botones sinpticos (gréficas 2, Figura 1 A y B), nuestros
datos mostraron que mientras en condiciones normales (grupo control} los botones
sindpticos tuvieron una drea media de 0.35940.0139%, la lesién de la via nigro-estrial
produjo que los botones sindpticos aumentaran significativamente su 4rea promedio hasta
0.450+0.023p”. Por otro lado, el grupo de animales lesionados y transplantadoes con gelfoam
mostré botones sindpticos con un drea media de 0.292 $0.0181)’, mientras que el 4rea

promedio de los botones sinipticos provenientes del estriado de animales del grupo



Figura 1.-Microfotografias del neuropilo del nicleo caudado ejemplificando en A un
boton sindptico de tamano normal con vesiculas concentradas ocupando mas del 50 del
drea del mismo, haciendo un contacto simple asimétrico con una espina dendritica,
abtenido del tejida de un animal del grupo control. En B se muestra un bolén sinaplico
obtenido del estriado denervado de dopamina, el cual por efecto de la lesion muestra un
aumento de tamaio. El boton contiene vesiculas distribuidas de forma mivtas haciendo
dos contactos (=) asimétrico con una dendrita. b-boton sindptico, d-dendrita, C-CS P,
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transplante fue de 0.335£0.019u* . Con los datos anteriores se puede apreciar que los
botones sindpticos de los animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA son
significativamente mas grandes que los botones sindpticos de los tres grupos restantes
(p{0.05) incluyendo al grupo transplantado con gelfoam. Cabe hacer notar que entre los

grupos control, gelfoam y transplante no hubo diferencias significativas en el tamano de

los botones sinapticos (p)0.05).

LONGITUD DE LA ZONA ACTIVA.

Longitud de la zona activa
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Grafica 3.- Longitud de 1a zona activa en las sinapsis de los botones evaluados en los diferentes grupos. Se
observa que |a longilud de la zona acliva no se ve allerada por efecto de ia lesién.
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Dentro de los parametros a considerar en este trabajo se tomé la longitud de la zona
activa, es decir se estimo el tamaiio de la zona de la sinapsis que se diferencia por
presentar mayor densidad de membrana (ver Figura 2B} . En éste parametro (grafica 3) se
encontré que la longitud media de la zona activa para los botones sinapticos de animales
del grupo control fue de 0.421£0.016um, en el grupo lesién este parimetro fue de
0.415£0.017um, mientras que en el grupo gelfoam la media de la longitud de la zona activa
fue de 0.40040.015uum, la media de la longitud de la zona activa en el grupo transplante fue
de 0.41110.013 pm. Al hacer la comparaci'én entre grupos se encontré que no hubo

Aifzrendias siguutivativas {p7 0.00), ai parecer 1a lesion no atecta la longitud de la zona

activa.

DISTRIBUCION VESICULAR.

Los resultados del porcentaje de botones sindpticos que presentaron los diferentes
tipos de distribucidn de las vesiculas sindpticas (dispersas y concentradas ocupando mis
del 50% del bot6n, asi como menos del 50% del botén y mixtas -concentradas y dispersas
en el interior del mismo botén sindptico-) se muestran en la grafica 4.

Respecto al tipo de distribucion vesicular no hubo diferencias significativas entre
los grupos estudiados, en todos ellos predomino la distribucién de vesiculas concentradas
ocupando mas del 50% del drea del botén (Figuras 1A y 2A) con porcentajes de entre 30
y 45%, siguiendo en frecuencia los botones con distribucion de vesiculas del tipo mixto
(Figuras 1B, 2B, 3A y 3B) con frecuencias de alrededor del 30%, la distribucion de vesiculas
de tipo disperso ocupando mas del 50% detl drea del botdn se presento con porcentajes del
13 al 21% y los tipos de distribucién vesicular denominados dispersas v concentradas
ocupando menos del 50% del érea del botén sinaptico se observaron en alrededor del 8%

del total de botones observados por grupo.



Figura 2.- Microlutogratias del neuropilo del nicleo caudado donde se puede observar en A
un boton sindptico, proveniente del estriado denervado de dopamina con vesiculas concentradas
ocupando mas del 30%% del area del boton, en contacto asimétrico con una dendrita En la
micrototogratia B se muestra un boton sinaptico proveniente del neuropilo del nucleo cavdado
de un animal tansplantado con tejido de substancia mygra, el boton muestra vesiculas
distribuidas en torma nuxta v hace un contacto asimétrico con una espina dendritica En B se
setala entre flechas la longitud de la zona activa A-botdn sinaptico. d-dendrita, ¢-espina



Distribucién de las vesiculas sinapticas.
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Grahca 4.- Tipos de distribucidn de las vesiculas sin4pticas para cada uno de los grupos experimentales. Se
puede observar que no hube diferencias en el tipo de distribucion de las vesiculas sinaplicas en los distintos

grupos. Disp+50% -vesiculas dispersas ocupando mds del 50% del drea del batén sindptico-, Disp-50% - vesiculas dispersas ocupando
menos del 50% ded drea def botdn sindptico- Cong.+50% -vesictlas concentradas ocupando mas del 50% del 4rea del boton sinaptice, Conc
-50% -vesiculas concentradas ocupando menos del 50% del drea del botén sinaplico-, Mixtas -vesiculas concentradas y dispersas en un
mismo botén sinaplico-.

TIPO DE CONTACTO SINAPTICO

En la grifica 5 se muestran los resultados del nimero total de botones sindpticos

g P
que establecieron contacto de tipo simétrico o asimétrico con la estructura postsindptica.
Como se puede apreciar en todos los grupos predominé el contacto asimétrico, v no hubo

diferencias significativas en tres grupos respecto a este rubro (Figuras 2 v 3).
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Grafica 5.- Se puede observar que en los cuatro diferentes grupos experimentales predominaron los
contaclos sindpticos de lipo asimétrico, pero en el grupo lesién ia cantidad de contactos asimétricos fue
marcadamente mayor en comparacién con los contactos simétricos, mientras que en los dos grupos que
recibieron transplante -gelfoam y transplante- la distribucién de los porcentajes de ambos tipos de contactos
son cercanos al 50%.

ESTRUCTURA DE CONTACTO POSTSINAPTICO.

En la grifica 6 se muestra el porcentaje del niimero total de botones sindpticos que
establecieron contacto con las dendritas (Figuras 1B, 2A y 3A)o las espinas dendriticas
(Figuras 1B, 2A y 3A). Se puede observar, que en los caudados ipsilaterales a la lesion en
los tres grupos lesionados con 6-OHDA la estructura postsinaptica que se encontré con
mayor frecuencia fue la dendrita, y con mayor énfasis en los grupos lesién (60%) v gelfoam



Figura 3.- Microfotografias del neuropilo del nucleo caudado de un animal del grupo
gelfoam donde se puede observar en A un botan sinaptico conteniendo vesicutas
distribuidas de forma mixta v que estd en contacto simétrico con una dendrita. En la
microfotografia B se muestra un boton sinaptico, con vesiculas distribuidas de forma
mixta, el cual hace dos contactos sindpticos con una espina dendritica. b-botén sindptico,
d-dendprita, ¢-espina.
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(64.6%). En el grupo vehiculo la estructura postsinaptica predominante fue la espina
dendritica (59%), mientras que los contactos sinapticos con dendritas se localizardn con
una frecuencia del 41%. El grupo lransplante también presenté porcentajes similares en
ambos tipos de estructura postsindptica, pero con una leve ventaja en la cantidad de
contactos con dendrita (52%), sin embargo las diferencias entre grupos no fueron
significativas .

ESTRUCTURA DE CONTACTO POSTSINAPTICO
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Grafica 6.- Botones sindptico que hicieron contacto con una espina dendritica o con una dendrita en cada uno
de los grubos. Se observa que los grupos lesionados con 6-OHDA tuvieron mayor nimero de contactos con
las dendrilas, el grupe vehiculo presenta mayor porcentaje de contactos con las espinas dendriticas, sin
embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas.




26

NUMERO DE CONTACTOS SINAPTICOS CON LA MISMA
ESTRUCTURA
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Grafica 7.- Representa en porcentaje la frecuencia de los contactos con la misma estructura, Es evidente que
los contactos simples con la estructura postsindptica fueron los méis comunes en todos los grupos
experimentales, y que ¢l grupo lesion presenta una leve tendencia a la disminucién en el nimero de contactos
simples y aumento en la cantidad de contactos denominados “otros”, es decir mas de dos contactos con una
misma estructura.

El iltimo parimetro sinaptolégico evaluado en nuestro estudio fue el nimero de
sinapsis que morfolégicamente podian ser distinguidas en un solo botén sindptico. La
gréifica 7 presenta los resultados del nimero de botones que establecieron contactos
sindpticos simples (Figuras 1A, 2A, 2B y 3A), dobles (Figuras 1B y 3B) u otros {maés de dos
centactos con una misma estructura-). Se puede apreciar que en todos los grupos
predominaron los contactos simples (entre 78 y 87%) y no hubo diferencias

significativas{p} 0.05).



27
DISCUSION:

Respecto a los aspectos motores cabe recordar que el Gnico grupo que presentd
disminucién significativa en la conducta de giro inducida por el agonista dopaminérgico
apomorfina fue el grupo con transplante de substancia nigra fetal, hecho esperado ya que
experimentos previos han comprobado que el colocar tejido dopaminérgico en contacto
con el estriado denervado de dopamina induce la recuperacion de las funciones motoras
(Perlow, y cols., 1979; Bjérklund y Stenevi, 1979 ; Freed y cols., 1980;1981; 1983; 1985:
Lescuadron y Stein, 1990; Bjorklund, 1991; Lindvall 1991a; 1991b).

El analisis ultraestructural de las alteraciones del neuropilo del caudado ipsitateral
a la lesion unilateral con 6-OHDA revelé que esta neurotoxina induce incremento del drea
de los botones sindpticos en el nticleo caudado ipsilateral a la lesién, tal y como habfa sido
descrito previamente (Ingham y cols., 1991; Pickel y cols.1992; Colin-Barenque, 1994;
Avila-Costa, 1995), pero que tanto el transplante intraventricular de gelfoam como el de
substancia nigra son capaces de revertir dicho incremento hasta niveles similares a los’
presentados por el grupo control. Lo que nos Heva a suponer que la disminucién del
tamafo del botén sindptico en los grupos transplantados sea por efecto de la cirugia v no
por la presencia de la dopamina estrial. Es decir que el hecho de poner un cuerpo
ventricularmente en contacto con el estriado.deplelado produzca que se inicie una serie de
eventos en el cerebro receptor que tienen como resultado la disminucién del 4rea de los
botones sindpticos estriales.

Aun cuando los antecedentes al respecto son muy escasos cabria la posibilidad de
que este efecto sea mediado a través de los factores troficos. Existen experimentos que
muestran que los factores tréficos implantados junto con tejido no dopaminérgico pueden
reducir la conducta de giro (Pezzoli y cols.,1988). Sin embargo, la sola infusién de factores
de crecimiento neural no es capaz de reducir el giro inducido en ratas con deplesion
unilateral de dopamina (Stromberg y cols., 1984; Olson y cols., 1985; Pezzoli y cols., 1988).

Po otra parte Fiandaca y cols. (1988) al hacer el an4lisis de la zona intraestrial donde
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previamente se transplanto médula adrenal encontraron un incremento en la
inmunofluorescencia a TH en la vecindad del tejido transplantado, a pesar de que en el
transplante no se encontraron células inmunorreactivas TH. Mientras que Freed y Cannon-
Spoor (1989) sehalan que la reinervacién del estriado dorsal transplantado con substancia
nagra se ve favorecida cuando se acompaia de una lesi6n cortical. Estos resultados dan
indicios de que al implantar un cuerpo se dafa el area circundante y debido a ello se
liberan factores tréficos propios del drea que promueven la respuesta pléstica del cerebro
receptor (Nieto-5ampedro y cols., 1987; Fiandaca y cols., 1988; Freed y Cannon-Spoor,
1989).

Por otro lado gran parte de los botones sindpticos analizados en el presente estudio
en los grupos Lesion, Gelfoam y Transplante muy probablemente no eran-dopaminérgicos,
Ya que la lesién con 6-OFIDA produce la muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas
(Ungerstedt, 1968)--, por lo que presumiblemente los botones restantes se ven afectados
por la ausencia de dopamina. Una explicacién propuesta al incremento en el tamaiio de
los botones sindpticos del grupo lesion es la sugerencia de que la dopaimina mantiene de
alguna ‘manera la integridad estructural de las membranas de las células estriales
(Arbuthnott e Ingham, 1993). Entonces es posible que para compensar la pérdida
dopaminérgica los botones sindpticos restantes degeneran y ocupan mayor espacio; v en
el caso de los grupo transplante y gelfoam la disminucién de los botones sinapticos
corresponderia al efecto contrario: que al aumentar la dopamina estrial -en el caso del
grupo transplante- y la activacién y/o incremento de los factores tréficos debida al daio
mecénico que se produce por medio def implante -en ambos grupos- se revierta el efecto.

Finalmente resulta importante sefialar que los resultados obtenidos respecto a la
longitud de la zona activa, distribucién de las vesiculas sindpticas, tipo de contacto
sindptico, estructura postsindptica y niimero de sinapsis establecidas con [a misma
estructura no fueron significativos, lo que se puede deber a que el tiempo esperado entre
la depresién dopaminérgica estriatal y el implante (40 dias) haya sido un periodo

demasiado largo de tal forma que las alteraciones ya estaban tan avanzadas que el
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transplante no logro revertirlas con efectividad, esto por que se ha encontrado que desde
el tercer dia de la pérdida de dopamina estrial hay alteraciones ultraestructurales
significr;ltivas en el neuropilo (Avila-Costa 1995). Por otra parte se puede pensar que el
tiempo de espera entre la implantacién del material y la perfusién del animal (60 dias) fue
un periodo corto que no permitié que el transplante alcanzara su maximo efecto en
beneficio del tejido anfitri6n, o bien la combinacién de las dos propuestas anteriores, sin
embargo no existen trabajos que nos puedan dar una pauta a seguir. Aunque tampoco se
puede dejar de considerar el hecho de que el tejido haya sido colocado en el ventriculo
lateral y que esto dificulte Ia interaccion del tejido anfitrién v la donamina v /atos fooes, |
benéficos que puedan revertir las alteraciones, pues puede suceder que la dopamina y/o
los factores tréficos se viertan hacia el liquido cefalorraquideo y circulen a través de éste
difundiendose hacia zonas diferentes al ntcleo caudado, existen datos que apoyan esta
idea : Becker y colaboradores (1988; 1990) y Takashima y colaboradores (1992) encontraron
incremento en las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en el liquido
cefalorraquideo y el suerc sanguineo pero no en el caudado denervado de los animales'

transplantados intraventricularmente con tejido catecolaminérgico.

CONCLUSION:

Los datos presentados confirman que la depresién unilateral de dopamina provoca
un incremento en el drea de los botones sindpticos localizados en el cuadrante dorso
medial de la cabeza del nicleo caudado ipsilateral, y que los transplantes
intraventriculares de tejido mesencefélico fetal en contacto con el caudado ipsilateral
disminuyen el niimero de giros inducidos por apomorfina.

Nuestros resultados dan indicios de que tanto la implantacién intraventricular def
tejido mesencefalico fetal como fa implantacién de gelfoam tienden a revertir el incremento
en el drea de los botones sindpticos, alteracién producto de la depresién unilateral de 1a

dopamina estrial. -
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