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I. RESUMEN

La técnica de transplante con tejido neural embrionario ha sido
modificada desde la utilizacion de bloques de tejido sdlido colocados en la
zona previamente lesionada. Actualmente muchos investigadores utilizan
transplante de células fetales en suspensioén con un buen grado de éxito, en
particular en sitios profundos del cerebro. Sin embargo las neuronas injertadas
no presentan un alto porcentaje de supervivencia por lo que es necesario
establecer un mecanismo de viabilidad antes y después del transplante.

En este estudio se utilizé un modelo experimental de hemiplejia que
consiste en provocar una lesion en Ia Capsula Interna (CI) y posteriormente
colocar un transplante de células embrionarias en suspension en el lugar
iesionado, en este estudio fue con el proposito de determinar los factores
técnicos que impiden la sobrevivencia de las neuronas embrionarias
implantadas dentro del Sistema Nervioso Central (SNC).

Se utilizaron 35 ratas machos de 6 semanas de edad de la cepa Wistar,
las ratas fueron distribuidas al azar en 5 grupos: un grupo control (C) que no
se le aplicé ningin tipo de lesion; los otros 4, fueron los experimentales
subdivididos de la siguiente manera: dos grupos sin lesidén: uno con
transplante falso (TF) y otro con transplante verdadero (TV); los otros dos
grupos si recibieron lesién verdadera (LV) pero solamente uno de ellos
recibio transplante verdadero y al otro en cambio se le aplico transplante falso
(TF).

Las ratas de los grupos con lesiéon verdadera se sometieron a cirugia
para lesionar intracerebralmente, utilizando el método de succion del

parénguima cerebral, con una canula estéril que se introdujo hasta la region
dela CIL
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Después de 11 semanas, utilizando el mismo método quirdrgico, los
sujetos de los grupos con transplante verdadero y falso se sometieron
nuevamente a cirugia en donde se les administrd células embrionarias en
suspension, un volimen de 10 wi para cada sujeto. Los individuos del grupo
con transplante falso, recibieron 10l de medio de cultivo RPMI 1640 en el
lugar previamente lesionado.

Después de 3.5 meses de recuperacidn, se sacrificaron los sujetos,
después de la perfusion cardiaca se obtuvo el cerebro para su tratamiento
histoldgico posterior con diferentes técnicas de tincidn: la argéntica (doble
impregnacion de Rio Ortega) y 1a de Nissl, se realizé ¢l andlisis microscopico
del tejido neural que habia en ese momento en los sujetos experimentales y
controles.

Al analizar ambas pruebas, se encontré un alto porcentaje de neuronas
viables, demostrindose evidencias de sobrevivencia del injerto.

Se concluy6, que ésta técnica de transplante proporciona un modelo que

puede ser aplicado con éxito en los trabajos de transplante intracerebral.



II. INTRODUCCION

Tomando como base las enfermedades neurolégicas que se presentan
con mayor frecuencia en los humanos, se han creado modelos experimentales
utilizando amimales de laboratorio, en donde se reproducen dichas

disfunciones, con el objeto de encontrar un camino adecuado para su cura.

Una de las técnicas mds novedosas, consiste en someter al sujeto a
cirugia para colocarle un transplante de tejido cerebral embrionario en
suspension, en el drea del dafio reproducida experimentalmente en el animal.
Los reportes sobre la recuperacion inducida por los transplantes de tejido del
Sistema Nervioso Central Embrionario (SNCE) al cerebro adulto han ido en
aumento dia con dia, estudiandose desde varios puntos de vista: fistolégicos
(AL. Vescovi y col., 1999; B. Will y col., 2000; MC. La Regina y col., 2000;

KS. Bankiewicz vy col.,, 2000 ) y electrofisiologicos (EM Andrews. y col.,
2001; YH. Chung. y col., 2001)

S¢ ha demostrado que con el empleo de modelos experimentales de
dafio cerebral usando animales de laboratorio, el indice de recuperacién es
muy alto, tanto en condiciones que siguen procesos naturales que implican a
la Plasticidad Cerebral (PC), como también por el desarrollo y empleo de
procedimientos terapéuticos (Bach y Rita, 1980b). Dichos modelos se han
desarrollado con un doble propésito: por una parte, estudiar los mecanismos
naturales de recuperacion funcional, y por otro lado observar los indices de
recuperacion iducida por firmacos o por cirugia (Mullenix y col.,, 1975;
Brailowsky y col., 1986; Brundin y Victorin., 1993; Barker y col., 1993;
Janischke y col., 1996; y Saatman y col., 1996).



El incremento de trabajos que emplean modelos experimentales de dafio
cerebral versa fundamentalmente en dos topicos: uno, para la evaluacion
natural de secuelas; otro, por medio del desarrollo de métodos para la
evaluacion de la recuperacion funcional, considerando las posibilidades de
extrapolacion de los resultados para el posible tratamiento de los seres
humanos que tengan esos dafios. No obstante que los procesos de
recuperacion funcional en el Sistema Nervioso (SN} ocurran de una manera
pasiva, 0 bien que sean inducidos por una técnica farmacolégica, conductual o
quirtrgica. El uso de tales procedimientos como técnicas de rehabilitacién o
recuperacion funcional, depende fundamentalmente de los resultados y de la

consistencia de éstos en el manejo de casos similares.

En virtud de que en nuestro pais el 10% de la poblacitn
aproximadamete 8 millones de personas (Ardila-Ostrosky, 1987), tienen
necesidad de educacion especial y de rehabilitacion, después de haber sufrido
enfermedades o bien accidentes que les dejan secuelas neuromusculares, con
paralisis, como la hemiplejia ( paralisis de un lado del cuerpo), la paraplejia
(paralisis de ambas extremidades) y la cuadriplejia ( paralisis de las cuatro
extremidades), por lo que es importante conocer la evolucion y los

mecanismos terapeuiticos que faciliten su tratamiento.

En este contexto una opcién viable para el estudio de las lesiones
cerebrales seria: hacer el seguimiento de la enfermedad; hacer una prueba para
la confiabilidad de los procedimientos terapéuticos que prueben la
recuperacion funcional después de la lesion cerebral. Los modelos
experimentales se han desarrollado con el objeto de estudiar los procesos
naturales de recuperacion en el SN y poder identificar los recursos o

mecanismos naturales con que cuenta el cerebro de los mamiferos



pararecuperarse de alteraciones sufridas por diferentes tipos de lesiones.

Los modelos experimentales se han llevado a la practica empleando

diferentes mamiferos, desde la rata hasta el chimpancé (Rosenzweig, 1980).

En la mayoria de los modelos experimentales de alteraciones motoras
como el de la hemiplejia se han observado signos de recuperacion funcional
en el chimpancé (Rosenzweig, 1980); en el humano (Bach y Rita, 1980b); lo
mismo se ha reportado en la rata (Palacios y col., 1981; Knight y Brailowsky,
1984; Brailowsky y col., 1986).

Este modelo se caracteriza por una lesion en la via motora, en nuestro
modelo la lesion se ubica en la Capsula Interna, debido a que las fibras de las
motoneuronas que controlan los movimientos que se encargan de mover el

cuerpo, los miembros, los ojos, mantener el equilibio v la postura pasan, por la
Cépsula Interna.

El sistema motor transforma la informacion neural en energia fisica y
esta informacion es transmitida desde la corteza motora, atravieza el cerebro y
se dirige hacia la médula espinal hasta llegar a los misculos esqueléticos, los
musculos transforman esta informacién en fuerza contractil que produce los
movimientos. La habilidad de los musculos en ejecutar fos movimientos
dependen de las sefiales provenientes del drea motora que transmite la sefial a
través de los tractos corticobulbar y corticoespinal, al provocar una lesion a

nivel de la Capsula Interna se altera ¢l control del movimiento de un lado del

cuerpo.



A) Caracteristicas de la Capsuia Interna

Se cataloga a la Cépsula Interna (CI) como la estructura coordinadora
de 1a funcionalidad y de las actividades motoras corporales. Es la via de la
motilidad voluntaria, las fibras que lo componen proviene de las
motoneuronas de la corteza motora cerebral, se encuentran agrupadas en
varios haces descendentes que atraviesan el cerebro, siguiendo su trayectoria
hacia el tronco cerebral, pasa posteriormente a la médula espinal, para
terminar en sindpsis con la neurona motora periférica. La motoreurona
superior conduce los impulsos del area motriz del cerebro y es la Ginica via de
conexion directa desde la corteza motora hasta la médula espinal, estos
sistemas descendentes son la via final comin de los patrones de movimiento,
Esta via estd involucrada en la contraccion de musculos individuales y es el
medio por la cual uno activa cualquier actividad corporal de esa naturaleza
(Guyton, 1994) Figura 1.

El paquete de fibras de las neuronas motoras pasa por la CI, el tallo
cerebral y la médula espinal por medio de los haces corticobulbar y piramidal
a la motoneurona inferior. Las lesiones de la motoneurona superior pueden
estar localizadas en diferentes regiones: la corteza cerebral, la CI, el
pedinculo cerebral, el tallo cerebral o en la médula espinal. Estas se pueden
deber a diversas causas como: lesiones durante el nacimiento, neoplasias,
inflamacién, hemorragia, trombosis, procesos degenerativos o traumatismos
(Letourneau v col., 1991). Los signos de las lesiones de la motoneurona
superior incluyen parélisis espéstica (el tono muscular muy disminuido en el
lado paralizado comienza a aumentar hasta llegar a la contratura, que afecta a
los miisculos menos paralizados con hipertonia, exageracién de los reflejos v

fenomeno de Babinski) o paresia ( )de los musculos afectados, poca o ninguna



atrofia muscular, reflejos profundos hiperactivos, reflejos superficiales
disminuidos o faltantes, y reflejos o signos patologicos. El musculo puede ser
incapaz de reaccionar normalmente ante los estimulos que se le aplique,
manifestandose asi la presencia de una debilidad, paralisis o contraccién

tetanica (Guyton, 1994).

CORTEZA MOTORA

T, Paralisig corehbrales de I3 nitez (lesiones
de nacimiento, ete.}

2. Neopl , Jesiones, infh

CAPSULA INTERNA
1. Galpa, pardlisis, h gia, trombasis, emboli
2, Neoplasmas, inflameciones

CELULA DEL
ASTA ANTERIOR TALLO CEREBRAL
1. Poliomialitls 1. Esclerosis métiple

i

2, Atrofias musculares progresivas
3. Padecimientos combinadas:
gsclerosis lat. amiotebfica, ete.

2. Lesiones vascutarss
3. Neoplasmas, lesiones, inflamaciones

MOTONEURONA INFERIOR
HOIH3dN8 YNGHNINOLOW

MEDULA ESPINAL

1. Esclavasis lateral

2 Estlerasis combinada {PA)

3, Estlerosis mbltiple

4, Neoplasmas de |a méduls (lasionas,
inflameciones, stc.)

MUSCULDC PRIMARIQ

1, Distrofias musculares
2, Amictonia congérita
3. Minttania grave, etc,
4, Miotanfa congénita

Fig. 1 Esquema de las vias motoras: se sefialan las 4reas neurales involu-
cradas en la regulacién de la actividad motora en €l humano.

Tomado de: Guyton, 1994,



Anatémicamente, la CI es un paquete de fibras tanto aferentes como
eferentes del neopalinum, para su estudio se subdivide en ftres partes; a) el
brazo anterior: que se encuenira entre la cabeza del nicleo candado y el
extremo rostral del nacleo lenticular. Las fibras tienden a dirigirse rostral y
dorsalmente; b) la rodilla: es la regidn que presenta el angulo y ¢) el brazo
posterior se compone de tres partes: la fenticulotaldmica localizada entre el
talamo y ¢l nicleo lenticular, en el cual las fibras se dirigen casi verticalmente;
la parte retrolenticular esta localizada detras del nucleo lenticular por lo que
las fibras corren hacia atras; y la sublenticular, se encuentra localizada debajo
de la mitad posterior del nlcleo lenticular, en el cual las fibras se dirigen

lateralmente (Carpenter, 1994).

Las fibras de la CI se clasifican en dos grupos: las piramidales y las
extrapiramidales. Las piramidales son aquellas fibras que emergen de la
corteza y descienden por las vias pirdmidales y terminan en la regiéon de las
newronas motoras alfa. Las fibras extrapiramidales, incluyen los haces
descendentes que corren paralela al sistema piramidal. Se ha demostrado que
el sistema extrapiramidal regula la actividad muscular de ajuste grueso, es el
transfondo del sistema motor y estd relacionado con el control del tono
muscular y puede funcionar como activador o inhibidor. El sistema piramidal
por otra parte estimula la actividad muscular v es el responsable de los

movimientos precisos y especificos que son necesarios para toda actividad
fina y diestra.

Los sistemas piramidal y extrapiramidal influyen sobre las newronas
motoras inferiores de tal manera que los impulsos voluntarios son modificados

y amplificados, lo cual da como resultade una respuesta muscnlar ordenada.



Los impulsos que inician la actividad muscular se originan en la corteza
motora, ¢stos incluyen una parte del lobulo frontal anterior; al surco central,
comunmente denominada corteza motora y también parte del 16bulo parietal.
Estas dos regiones se conoce como corteza sensoriomotora ¢ incluyen a las
areas de Brodmann 8, 6 y 4 de la corteza frontal y las areas 3,1, 2,y 5 del
lobulo parietal, éstas areas de la corteza se compone tanto de fibras

piramidales como extrapiramidales (House y col., 1982; Barr y col., 1986).

Las fibras piramidales son de dos tipos: corticoespinales vy
corticobulbares. Las fibras corticoespinales se subdividen en: una via larga
que mide aproximadamente un metro, v estd conformada por 1 millén de
fibras; de las cuales, el 60 % se origina en las vias frontales y el 40 %
restante surge de la corteza parietal. En su mayoria son fibras pequefias entre
1-4 nm de diametro y menos del 9 % tienen diametro mayores, con valores de
entre 5y 10 nm; vy el resto, tienen entre 10 a 22 nm, al parecer son fibras de
las células de Betz (House y col., 1982).

Todas estas fibras pasan de la corona radiada a la corona posterior de la
CI, las fibras que controlan las extremidades superiores se ubican en la
porcion rostral cerca de la rodilla; las que controlan los miembros inferiores,
se encuentran mas caudalmente, en el borde rostral del mesencéfalo y se unen
con otras fibras corticales dando lugar a la formacion de los pedanculos
cerebrales. Las fibras corticales descendentes penetran en el extremo rostral de
la protuberancia, a través de la cual descienden en haces imregulares que se
proyectan en la porcién ventral de la protuberancia, estos haces se combinan y
forman las vias piramidales bulbares que se extienden a lo largo de gran parte
del bulbo. Inmediatamente encima de 1a unién medulobulbar, del 85 al 90 %

de las fibras abandonan cada piramide, y se cruzan a nivel de la cisura ventral,



Esto se conoce como decusacion motora. Tanto las fibras cruzadas como las
directas continnan hacia la médula espinal, para formar terminales motrices: el
50 % de éstas fibras terminan en la region cervical de la médula, ei 20 % a
nivel toraxicos y el 30 % restante continGian hasta las porciones inferiores de
la médula espinal. En las regiones lumbar y sacra, se disponen
superficialmente sobre el borde lateral del corddn lateral; a éstos niveles, el
10% de las fibras terminan directamente en las neuronas motoras alfa de la
lamina 9 de las astas ventrales. Todas las restantes terminan en interneuronas

de las laminas 4 ala7 (House y col., 1982) Figura 1.

Las fibras corticobulbares convergen al pasar a través de la corona
radiata para ubicarse en la rodilla de la CI. Continia hacia abajo y penetran
en el pedimculo cerebral, en donde se colocan medial v dorsalmente a las
fibras corticoespinales, pero a la altura del subtdlamo se separan en 2 grupos.
Uno de éstos, acompafia a las fibras corticoespinales a través de la
protuberancia y de las piramides bulbares, dando lugar a la formacén de
fibras que se dirigen hacia los niicleos motores a niveles sucesivamente mas
bajos, algunas continan mas alla de la decusacién motora a la médula
cervical superior. El otro grupo, se separa de la masa principal, en haces
pequefios que van a pasar por la formacién reticular; algunas fibras cruzan la
linea media y llegan a los nucleos motores del lado opuesto; otros se dirigen a
nicleos del mismo lado. Algunas se desprenden del haz piramidal vy van a
descender principalmente a las regiones del menisco, ellas inervaran las
regiones motoras a nivel de los nicleos. Se cree que la mayoria de las fibras
corticobulbares terminan en nicleos de la formacion reticular, sirviendo las
células de esta zona como interneuronas. El resto de los axones utilizan la
formacion reticular, el fasciculo longitudinal medial o el lemnisco medio para

llegar a los micleos motores craneales (House y col., 1982). El fasciculo
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piramidal es ante todo una via motora, que gobierna principalmente los
musculos flexores, sobre todo a nivel de las extremidades, activando las vias
de las motoneuronas alfa y gamma y a la vez inhibe las inervaciones
procedente de los nervios antagonistas. La funcion de la neurona piramidal es
la de modular su propia actividad en funcién de los impulsos que recibe
(Guyton, 1994).

Las fibras descendentes, excepto las de la via piramidal, son
consideradas extrapiramidales los que descienden por vias paralelas a la ruta
piramidal. Este sistema extrapﬁamidal hace posible los ajustes posturales
esenciales para que se lleve acabo el trabajo del movimiento activo,
mantepiendo el fono muscular apropiado, tan necesario para facilitar la accion
de los misculos. Se cree que las areas 4 y 6 estan especialmente
comprometidas en esta via, con contribuciones menores las areas 8, 9, 19, 24,
3,1,2y7 (House y col., 1982) Figura 2.

hamisferio izquierdo, cara extem= hemisfetio derecho, cara intema

Fig.2 Mapa de la corteza cerebral establecido por Brodmann en 1909,
contiene entre 47 a 52 dreas que se sirven para describir las distintas regiones

de la corteza cerebral.
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El sistema extrapiramidal presenta dos tipos de fibras; las
frontopontocerebelosas y las temporal-pontocerebelosas. Las
frontopontocerebelosas emergen de las 4reas 4,6 y 10, penetran en el brazo
anterior de la CI, atraviesan el el pedinculo cerebral en su nivel quinto medial
y termina en los nticleos protuberanciales ipsilaterales, las fibras que cruzan en
la linea media por el pedinculo cerebeloso medio contralateral hacia el
cerebelo (House y col., 1982),

Las fibras termporocerebelosas se originan en las partes candales de las
circunvoluciones temporales media e inferior, penetran en el brazo posterior
de la CI a través de la porcidn sublenticular y descienden en el guinto par
lateral del pedinculo cerebral. Al entrar en la protuberancia, la disposicion es
la misma que la del grupo frontoprotuberancial. Es el circuito
corticopontocerebeloso el que lieva la informacién sensorial y motriz del

cerebelo y actaa conirolando la accién muscular voluntaria.

Las motoneuronas especializadas en hacer que los misculos se
contraigan, tienen la capacidad de relacionarse en forma activa con el medio
externo, a través de los movimientos musculares v se manifiestan de
miltiples formas; ya que se encuentran en contacto directo con los musculos,
y para cumplir eficientemente esta labor utilizan acetilcolina como su

neurotransmisor especifico (Darnell y col., 1991). Figura 3.



Neurona motora

Envoltura de rmelina

Fig. 3 Se observa una muestra de motoneurona que inerva la célula muscular.
Una motoneurona tipica, tiene un axén largo que se extiende desde el cuerpo
de la célula y se conecta a la célula efectora. En los mamiferos las
motoneuronas generalmente estan cubiertas de mielina, a nivel de los nodos de

Ranvier se hace mas delgada; el botén terminal carece de mielina. Esquema
tomado de: Darnell, 1991.
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II1. ANTECEDENTES
A) Caracteristicas de las neuronas embrionarias

En los mamiferos, el Sistema Nervioso (SN) se forma a partir del
ectodermo, a nivel de la linea media dorsal del embrién se forma el tubo
neural. Al principio los elementos celulares del tubo no estan diferenciados, a
la sexta semana (en el caso de los humanos), aparecen diferentes tipos de
neuronas y células gliales, cuya funcion principal es de soporte (Darnell y
col,, 1991). La neurona madura se desarrolla a partir de una célula precursora
relativamente pequefia llamada neuroblasto; el cuerpo celular de un
neuroblasto, de 15 a 17 dias de gestacién mide aproximadamente 15 pm de
didmetro (Crutcher y Collins, 1982). Este tipo celular crece, se reacomoda y
se divide igual que otras células en las primeras semanas de gestacion y deja
de dividirse antes de emitir sus prolongaciones caracteristicas que son los
axones y las dendritas; momento generalmente conocido como fase de
migracion celular, en la que las neuronas inmaduras se asientan en otro sitio.
Las neuronas mas grandes son las motoneuronas, este tipo de células se
diferencian primero. Las neuronas de menor tamafio, generalmente son
sensitivas. La mayor proporcion de las células gliales se diferencian
tardiamente; poco antes del nacimiento del individuo. Las células mas nuevas
de la corteza cerebral migran desde las capas mas profundas a las mas
superficiales y las neuronas pequefias del futuro cerebro migran primero hacia
la superficie y mas tarde a las capas més profundas; este ultimo proceso
continia varios meses después del nacimiento. La pérdida de cualquier

neurona ya sea por causas patolégicas o naturales, es permanente (deGroot y



Chusid, 1989, Maxwel y col., 1991).

Por regla general, el axén empieza a desarrollarse primero que las
dendritas, las dos estructuras se forman a partir del soma de la célula
nerviosa. Las prolongacionas emitidas por las células nerviosas embrionarias
son dificiles de identificar como ax6n o como dendrita por lo que las células
reciben el nombre de neuritas y a sus prolongaciones se le denomina conos de
crecimiento (Tomaselli y col., 1991; Letourneau y col., 1991).

B) Factores involucrados en el desarrollo de las neuronas

Durante la etapa de desarrollo intervienen muchas moléculas
importantes para la diferenciacion y estructuracién del tejido nervioso, las
moléculas dependientes de calcio, se les conoce genéricamente como N-CAM
(moléculas de adhesion entre neuronas), es una glicoproteina integrada a la
membrana y tiene de 720 a 750 aminodcidos, cada molécula de adhesién
tiene una distribucion caracteristica entre las membranas celulares de los
distintos tejidos. Durante la diferenciacion, la cantidad o la naturaleza de éstas
moléculas varia, afectando en muchos aspectos la adhesion célula-célula y la
migracion (Brown y col., 1991).

Después de la fertilizacion y de la fusién de los nicleos gametogénicos;
se ha observado que durante el estadio de morula, la mayor cantidad de
moléculas de adhesién celular que se expresan, son las conocidas como
ovomorulinas, éstas moléculas son esenciales para la formacion de una masa
mas compacta de células. En un estadio tardio, el ectodermo se invagina para
formar el tubo neural entonces las concentraciones de ovomorulina bajan
notablemente, y se inicia la sintesis de la N-CAM. Asi durante la

diferenciacién del sistema nervioso, Ia N-CAM, se convierte en una molécula
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de adhesion muy importante. Al tiempo que se forma el tubo neural, se va
conformando también la cresta neural. La regién del ectodermo que genera a
las células de la cresta neural, también pierden las concentraciones de
ovomorulina y expresan la N-CAM, sin embargo, la expresion de N-CAM
por las células de la cresta neural es solo temporal; cuando las células de la
cresta neural inician la migracién todas pierden a la N-CAM (Darnell y col.,
1991).

Posiblemente todas las proteinas adhesivas de las células son esenciales
para su agregacion. Una vez que la cresta neural Hega a su destino y hallan
formado los ganglios ya diferenciados en neuronas, simultdneamente
reexpresan la N-CAM, lo cual ayudara a mantener la integridad del agregado
celular en varios ganglios.

La neurona inmadura generalmente migra desde su lugar de origen y se
va a establecer en otro lugar. Durante su migracién el cuerpo celular sera
guiado en su migracién, por células especializadas que se conocen como
células gliales radiales. Se considera que estas células tienen su origen en el
epitelio columnar del tubo neural, dichas células gliales radiales pueden
permanecer por muchos dias visibles , en algunas especies hasta por meses. Al
término del desarrollo generalmente desaparecen. De este modo, las células
gliales radiales intervienen activamente en el proceso de construccion de redes
neuronales (Maxwel y col., 1991).

Una vez que las neuritas pioneras “eligieron” una ruta, las ofras siguen
ofras vias de contacto: los conos de crecimiento de las neuritas se extienden
hasta hacer contacto con otras neuritas 6 con otros conos de crecimiento. Los
conos de crecimiento no solo son guias para la adhesion a la superficie de otra
célula, sino que también se adhieren a varios componentes de la matriz

extracelular. Durante la formacioén de las prolongaciones nerviosas existe una



estrecha relacion entre el sustrato por donde se desplazan y el medio ambiente
externo, las c¢élulas nerviosas migran a través de las fibrillas con fibronectina,
de ésta manera, la célula se desplaza hasta llegar a su destino final (Darnell y
col., 1991).

Existen evidencias de que la laminina o un complejo de lamininas y el
proteoglicano heparan sulfato juegan un papel crucial en tales guias para la
unidn a receptores de la matriz extracelular, asi como la familia de integrinas,
N-CAM y Ng-CAM (moléculas de adhesion entre neuronas y células gliales);
que intervienen en la adhesién celular y sirven de guia para el cono de
crecimiento en migracion {Luckenbill, 1997).

Los factores neurotrdficos (FN), pueden servir como sustancias
quimiotactiles para los conos de crecimiento, aunque ellos controlan
fundamentalmente la sobrevivencia de los conos de crecimiento, la
ramificacion de los axones y de las neuronas completas (Loughlin and Falion
1993). Por ejemplo el control de sobrevivencia de las neuronas del ganglio
estd determinado de acuerdo a la cantidad de tejido blanco existente, vy en
gran parte, por el Factor de Crecimiento Neural (FCN), secretado por las
células blanco. Durante el desarrollo puede generarse un exceso de neuronas
pero después baja la poblacién, la poblacion de neuronas aumenta o
dismunuye dependiendo de la cantidad de tejido blanco presente en el medio
(Darnell y col,, (1991).

El contacto que se establece entre un cono de crecimiento con su célula
blanco, es un momento crucial para el desarrollo neuronal. Tanto en el cono
de crecimiento como en la célula blanco se efectian transformaciones y se
establece una comunicacién sindptica, pero el proceso de desarrollo no
termina ahi; ya que muchas de las sinapsis formadas inicialmente, son

eliminadas, formindose posteriormente una nueva sindpsis con la célula



blanco. Esta remodelacién local del patrén inicial de la sindpsis provee una
oportunidad para corregir si es que hubiera un error. El sistema estd provisto
primero de un cono de crecimiento, que funciona como una guia para que
migren las neuronas a lo largo de rutas especificas desde el lugar de origen
hasta la vecindad de su célula blanco, entonces se forma una conexidn
sinapfica tentativa que permite a las células pre y post-sinapticas comunicarse
y finalmente; la conexi6n inicial es revisada y ajustada por mecanismos que
involucran factores neurotrdficos (FN) vy sefiales eléctricas en forma de
potencial de accion y transmision sinaptica. Este estimulo externo que excita
la actividad eléctrica en forma de potencial de accion puede influenciar el
desarrollo del patron de conexion de los nervios (Brown y col., 1991).

Por otra parte las neuritas estin programadas genéticamente para hacer
conexiones especificas al terminar su crecimiento teniendo asi implicita la
capacidad de formar redes neuronales, para que las conexiones sinapticas se
lleven a cabo exitosamente. El ambiente externo tiene que influir sobre su
patrén de desarrollo, en un entorno estimulante que se encuentra sujeto a
muchas motivaciones y rico en experiencias se establecerian mayor niimero de
contactos neuronales.

Como ya se menciond anteriormente; en el embrién, las neuronas que
en un principio estan separadas, se pondran en contacto en parte por la
migracién y también por la formacion de finas prolongaciones del cuerpo
celular denominadas axones y dendritas. Estas fibras (la dendritas en mayor
proporcion que los axones), suelen ramificarse repetidas veces y pueden
alcanzar zonas del sistema nervioso relativamente distante; o incluso, inervar

directamente a tejidos efectores (Brown y col., 1991).
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C) Transplante de células en el Sistema Nervioso Central

El tejido cerebral no sobrevive en un transplante, si no es tomado de
un organismo en desarrollo embrionario vy al final de los ciclos de division
celular. Esta condicién posiblemente se debe a que las neuronas muy jovenes
estan relativamente indiferenciadas. Las prolongaciones celulares pueden
dafiarse facilmente en determinados estadios de su desarrollo, y expresarse en
un estado mas avanzado. El establecimiento de un protocolo de injerto de
células embrionarias surge en Ia universidad de Lund en Suecia, propuesto por
Dunnet y Bjérklund. Estas células son preparadas a partir de fragmentos de
tejido nervioso embrionario e inyectadas con una microjeringa directamente
en el cerebro del huésped. Este procedimiento tiene la ventaja de que se
pueden inyectar en cualquier parte del cerebro; se integran rapidamente en los
tejidos del hiesped; se establece una relacion con la circulacién sanguinea,
ademss se facilita la implantacién de varios injertos de diferentes células , o
las mismas células en diferentes lugares. La colocacién de las células en un
area especifica es muy precisa, y la destruccion del cerebro es minima, ademas
no es necesario la presencia de un lecho vascular abundante y se puede
determinar acertadamente el nimero de células transplantadas (Bjorklund y
col., 1980a; Smidt y col., 1981).

Cuando se emplea la técnica de suspension de células, la edad dei
donador es importante en la supervivencia celular, pues las células tomadas a
los 15 dias de gestacion, tienen un indice de supervivencia mas alto que las
células de 18 dias. Hasta cierto punto, ¢! grado de desarrollo del tejido
receptor influye en el éxito del transplante. Si el transplante se lleva acabo
dentro de los primeros dias postnatales el crecimiento es mayor (Hallas y col.,

1980). Esto podria deberse a que en dicho periodo,” durante el desarrollo
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postnatal, el proceso de diferenciacion y maduracién de las células del cerebro
receptor continia creciendo y en estas condiciones, el cerebro receptor acepta
con mayor facilidad células exdgenas que tengan propiedades similares (Das
y Altman, 1971). Por otra parte el craneo de la rata sigue creciendo y brinda
un mayor espacio para el creciminto del encéfalo, con células propias y las del
transplante (Das y Hallas, 1978).

La edad 6ptima del donador seria la correspondiente al periodo en que
las células se encuentran en la etapa de proliferacion, migracon y el inicio de
ia diferenciacion; para ello seria conveniente que se determinara éste periodo
para cada una de las diferentes poblaciones neuronales., Por gjemplo las
c¢élulas de Purkinje que provienen de fetos de 15 dias de edad, sobrevive bien;
pero mueren si provienen de fetos de 18 dias. En este 0ltimo caso, las tinicas
celulas neurales, que sobreviven son las microneuronas del cerebelo que se
desarrollan atfm después del nacimiento.

La edad del receptor, el volimen del implante, el grado de
diferenciacén de la estructura huésped, la concentracién de los factores
troficos en la estructura que acoge al transplante; estos factores y otros mas,
condicionan tanto el grado de sobrevivencia de las células injertadas y de
reconeccion del sistema receptor asi como la expresion funcional de los
transplantes. Una reinervacién de la estructura huésped no es una condicién
necesaria para que un transplante corrija la disfuncion. Los efectos funcionales
propios del tejido implantado lo prodrian producir, por ejemplo, la secrecion
de substancias faltantes al difundirse éstas en las areas adecuadas del hiiesped.
Ya se ha observado que los transtornos motores inducidos por lesiones en el
sistema nigroestriado, pueden comegirse en gran parte mediante transplante
de células procedentes de la misma especie, o de ofra especie

filogenéticamente cercana, y hasta de células cromafines de médula suprarenal
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de la misma especie. Ese modelo, estudiado de manera especial, reveld, que
la correcion funcional inducida por el transplante depende no solamente del
sitio preciso de la lesion, que se podria inducir en la substancia nigra o en ¢l
cuerpo estriado, sino que también depende del sitio preciso del transplante
(Brailowsky y col., 1992).

Hoy dia existe la hipdtesis de que los transplantes actian incluso sin
conexiones nerviosas especificas. Las células transplantadas (neuronas y
glias), podrian liberar factores troficos y permitir asi la sobrevivencia de las
neuronas del receptor, que pudiera estar: axotomizadas ( pérdida de un axon),
diaferentadas ( pérdida de las vias nerviosas que llegan a una estructura
corporal, desde una célula hasta un tejido) o dafiadas (Brailowsky y col.,
1992).

La aportaciéon de los factores tréficos liberados por el transplante
también podrian facilitar la gemacién de los axones de las neuronas que
permanecieron intactas, dando lugar a una Inervacién mas completa. Por otra
parte las células injertadas podrian captar y retirar del drea de transplante
aminoacidos citotoxicos, o el calcio extracelular en exceso. El tejido fetal
puede servir de puente para permitir la regeneracion de las fibras lesionadas,
las que sin el puente , estarian imposibilitadas de sanar el area lesionada y
consolidar la cicatriz glial que linda con ella.

El rechazo del injerto del tejido nervioso es bastante menor que el de
otros 6rganos, por lo tanto el cerebro se considera un sitio privilegiado en el
plano inmunitario, esto se debe a que alberga muy pocas células del sistema
inmunolégico ( linfocitos y macréfagos), ya que las moléculas del sistema
inmunitario no atraviesan ficilmente la barrera hematoencefilica, v,
finalmente, que las células nerviosas expresan muy pocos antigenos de

histocompatibilidad en su superficie. Esas moléculas son los causantes de
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toda respuesta de rechazo del injerto (Pardndge, 1993).

La técnica del transplante constituye una de las herramientas poderosas
para ampliar el conocimiento acerca de la integracion, la organizacion asi
como ¢l conocimiento de las propiedades particulares de las células fetales;
por lo tanto el futuro de la técnica de transplante en el SNC puede
proporcionar grandes esperanzas para “curar’ y minimizar los transtornos
cerebrales (Brailowsky y col., 1992). De este modo el transplante podria
proporcionar un mecanismo de rtegeneracion neural y restablecer las

conexiones entre los axones en el SNC del mamifero adulto (Stenevi y col,,
1976).

D). La hemiplejia como trastorno motor

La hemipiejia se da a causa de una lesién natural en los humanos,
generalmente tiene su origen en alteraciones de la via piramidal y
extrapiramidal, (Noback y Demarest, 1980); puede producirse  por
enfermedades vasculares del cerebro y del tallo cerebral, traumatismos
cranconcefalicos y en menor medida, por tumores cerebrales y procesos
infecciosos (Adams, 1970).

La hemiplejia se define como la pérdida de ciertas facultades en la
mitad del cuerpo para realizar movimientos coordinados por la musculatura
estriada (del tipo esquelético) y que se lleva a cabo por accion voluntaria
(Farreras y Rozman, 1976). Cuando esta alteracion es debida a una lesion, los
efectos inmediatos se detectan por la anulacién temporal de los movimientos
reflgjos tendinosos (arreflexia); tras lo cual, los musculos afectados adquieren

un estado de flacidéz, y posteriormente se tornan espasticos, y el tono



muscular aumenta (hipertonia muscular), evolucionando en paresias
(incapacidad funcional motora caracterizada por la disminucién de la fuerza
muscular y de la pérdida en el control del movimiento), o bien, en parélisis
(pérdida completa de Ia funcion motora). También se observa un incremento
en la resistencia de los movimientos pasivos (signo de navaja) y una
dismimicién de los reflejos cutineos (Noback y Demarest, 1980). Esa
incapacidad se manifiesta principalmente en los miembros superiores,
especificamente en los muasculos supinadores y extensores; los elevadores del
brazo, los extensores de la mano y los oponentes del pulgar. Sin embargo los
pacientes pueden girar el brazo hacia adentro y cerrar la mano o coger un
objeto opuesto a ella (Farreras y Rozman, 1976).

Por el contrario los musculos de las extremidades inferiores, el iliaco y
el cuadriceps permanecen con sus capacidades funcionales; no asi los flexores

de la rodilla y los que la giran hacia afvera.
E) Desarrollo del modelo experimental de hemiplejia

Las ideas y los conceptos que constituyen el eje del presente trabajo no
se desarrollan de manera aislada, sino que son continuidad del pensamiento de
grandes investigadores antecesores y contemporaneos que han revelado sus
hallazgos positivos desde la década pasada. Gracias a ello hoy en dia se
conocen diversas técnicas para que casi todas las regiones del neurogje puedan
ser transplantadas con excelentes resultados. Sin embargo, los fundamentos
que influyeron en forma decisiva en el desarrollo ¢ implementacién de este
estudio, se originaron en el conocimiento de un grupo de investigadores,
encabezado por el Dr. Arcaraz; el cual lleva mas de 15 afios de haberse

producido. Durante los ultimos afios, se ha desarrollade un proyecto
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encaminado en la bisqueda de un Modelo Experimental de Hemiplejia ; es
decir, al analisis de las diferentes estructuras del encéfalo que determinan que
una lesién produzea alteraciones motoras en la rata. Inicialmente estos autores
abordaron el problema del mapeo de la Capsula Interna (CI) de la rata Wistar
cont el objeto de determinar los puntos de control de algunas funciones
motoras implicadas en el desplazamiento, para ello se fratd de identificar ¢l
control motor grueso de extension, asi como el de flexion de las extremidades
posteriores de la rata (Palacios, v col., 1981).

Los resultados obtenidos por el grupo mostraron que lesiones en la
porcién baja de la CI tenia como consecuencia secuelas hemiparéticas y las
diferentes extensiones de la lesion llegaron a abarcar hasta el 90% de las fibras
de la porcion baja de la CI. El tiempo promedio de recuperacon de los sujetos
fue de 3.5 meses. Otro de los aspectos importantes a resolver, fue el de la
evaluacion de las secuelas; por lo que se dedicé buena parte del tiempo en la
experimentacion con animales, a-la bisqueda de un sistema de medicion mas
confiable.

Los trabajos experimentales demostraron la extension del dafio
necesario para poner en evidencia la pardlisis, €l reducido tlempo de
recuperacion, independencia de la extensién del dafio y la dependencia del
ambiente. Con esta ultima idea se plantearon preguntas desde el punto de vista
experimental como: jcual serd la recuperacién del dafio en diferente tipo de
ambiente?. Esta proposicion condujo a la revisidon de los resultados obtenidos
previamente por varios autores (Bach y Rita 1980b y Rosenzweig M.R 1980),
acerca del efecto del ambiente de restricciéon sobre el cerebro intacto y
lesionado.

En ese tipo de ambiente, los sujetos tenian acceso al agua y a la comida;

pero no podian gjercer movimiento alguno. De ese experimento, surgen varias
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preguntas que habia que responder claramente para poder desarrollar y
perfeccionar el proyecto y las condiciones bajo las cuales se replicaria el
paradigma de restriccion. Las variaciones serian fundamentalmente en el
tiempo: tanto de permanencia en el ambiente restrictivo, como de
recuperacién post-operatoria. Se observo que una permanencia de 8 dias en el
ambiente restrictivo provocaba una evolucién de las secuelas de Ia lesién de
tal forma que de hemiparesia ( paralisis leve que afecta un lado del cuerpo) se
convertia en hemiplejia, al mismo tiempo; que los sujetos empezaron a
mostrar signos de adaptacidn después de los 20 dias a dicha condicion, no
murieron y las secuelas fueron mas o menos duraderas y definitivas, mientras
que ofra parte, de esta muestra experimental perecieron irremediablemente.

A partir de estas observaciones se puede decir que la influencia del
ambiente es determinante en la recuperacién de las secuelas de la hemiplejia.
Sin embargo la réplica de este mismo disefio no mostrd la misma consistencia ‘
en los resultados como lo reportaron Cardona y Varela en 1985 (tesis de
licenciatura), teniendo como objetivo principal, el de evaluar la influencia que
ejerce la restriccion del movimiento sobre las secuelas de dafio cerebral motor,
producido por la hemiparesia experimental (lesion electrolitica en la Cl) en la
rata Wistar, reportandose un retardo en la recuperacion funcional de la
misma.

Esta discordia en los resuitados condujo a nuevas investigaciones en la
biusqueda de un método de medicidn y un control mas fino sobre la
participacion de ésta, en la medicién de las secuelas de dafio y recuperacion,
Para tratar de establecer la relacion conductual con los efectos de la lesién y su
ubicacién en la regién especifica del cuerpo del amimal, se desarrolld el
método del entintado de ia Huella de Ia Marcha de [a Rata (EHMR) tomando

en cuenta algunos reportes anteriores (Mullenix y col,, 1975). Este modelo
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consistia en hacer que los sujetos caminaran dejando sus huellas que se
analizarian posteriormente. El uso de esta técnica permitié llegar a una
medicién mucho mas sensible, capaz de evidenciar una de las lesiones, cuyas
secuelas son gruesas.

Dentro de la misma linea de investigacién se iniciaron oiros proyectos
utilizando parametros ambientales; siguiendo el procedimiento de los trabajos
reportados (Rozensweig, 1980); se procedié a trabajar con un ambiente rico
en estimulacién, el efecto de la variaciéon de la dieta de los sujetos; la
medicion de los efectos de la estimulacidn temprana y la recuperacion del
dafio, asi como la identificacién de los efectos del bloqueo de la sintesis de
proteinas cerebrales sobre la recuperacion de la hemiparesia experimental.

Miranda en 1986, tomando ¢n cuenta los efectos de la deficiencia
proteinica en la dieta sobre la recuperacion funcional, analizoé la deficiencia en
el consumo de proteinas en relacién con la recuperacion de las funciones
perdidas por el dafio cerebral motor, producida por la lesion electrolitica en la
Cépsula Interna (CI) en la rata Wistar; mostrando el sujeto hemiparesia.
Reportdndose que, en efecto, existe una relacion pero esta no impide que se
lleve acabo la recuperacion, sino que, interfiere en la accion de algunos
mecanismos que se ven involucrados con ella, manifestandose en un retardo
de la misma. Para la medicién de las secuelas de hemiparesia experimental, se
empled como prueba paramétrica, el analisis de la huella de la marcha de la
rata (AHMR) reportindose que el método es sensible y confiable para la
evaluacién y medicién del dafio cerebral (Placios, 1987b; Varela, 1985 y
Miranda, 1986).

En el laboratorio, se han desarrotlado investigaciones sobre el modelo
experimental de recuperacion funcional para las secuelas de Ja hemiplejia

experimental, mediante el injerto intracerebral de células embrionarias de la
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corteza motora en suspension, en receptores adultos. Dicha investigacion esta
orientada en un “modelo bioldgico™ de alteraciones motoras a través de una

lesién por succion de tejido en la CI del SNC.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La viabilidad de las neuronas injertadas es un factor importante que
condiciona toda recuperacién posterior a la lesidn, por lo que es de wvital
importancia establecer un mecanismo de sobrevivencia antes y después del
transplante. Desde 1910, E. Hopkin Dunn, tenia conocimiento del alto indice
de viabilidad del tejido neural embrionario después de ser transplantado en el
cerebro adulto; cuando se utiliza tejido neural ain indiferenciado (entre los 14
a 17 dias de gestacion ), antes de que se emitan axones y dendritas, para no
provocar dafios mecanicos durante la disociacion. Se sabe que las neuronas
embrionarias poseen la capacidad de sobrevivir periodos relativamente mas
largos de anoxia que las ya diferenciadas. Pese a estos hallazgos, la
sobrevivencia de los injertos en el cerebro receptor sigue siendo muy baja, por
lo que Dunnett y col, en 1987, establecieron que los obsticulos estan
relacionados a las condiciones en que se obtienen las células transplantadas y

la aplicacién de las técnicas para tal proposito.

En este trabajo, el perfeccionamiento de la técnica consiste en probar la
concentracion de tripsina, a fin de obtener la tolerancia dptima de las neuronas
embrionarias, ya que ésta puede ser un factor que acelere la mortalidad, antes

de que las células se pongan en contacto con el tejido receptor.

Otro punto importante es idear una técnica de transplante que asegure la
viabilidad de las neuronas dentro del tejido huésped, tomando en cuenta la

concentracién éptima de tripsina, con la que se debe de disociar el tejido.

La tercera propuesta de rectificar la técnica de disociacién, surgiéd

después de conocer la informacion de un experimento reciente { Custodio y



Pifa, 1992). En dicho experimento s¢ observéd una gran acumulacién de
residuos de material en degeneracién aunado con una alta reactividad de los
astrocitos; de modo que el tejido embrionario no se desarrollé favorablemente
en la CI, mostrandose degeneracién celular, atribuido a la alta concentracidn
de tripsina, o bien; al dafio mecanico provocado por el pipeteo excesivo
durante la disociacion. Ademas, cabe la posibilidad de que no se tomara en
cuenta, un estricto control de asepsia, vinculado al hecho de que en el area del

transplante se presento una densa aglutinaciéon de macrofagos.
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V. OBJETIVOS
1: Determinar los factores técnicos que impiden el desarrollo de las
neuronas embrionarias en suspension implantadas en el drea de la Céapsula

Interna.

2: Establecer las condiciones técnicas que optimizan el desarrolio de

neuritas dentro de la Cépsula Interna.
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VII. METODO

A) Determinar la supervivencia de ias neuronas embrionarias a diferentes
concentraciones de tripsina:

Para estandarizar la técnica de disociacidén se realizaron varios ensayos
preliminares en los cuales se tratd de encontrar la concentracion optima de
tripsina que pudieran tolerar las neuritas; una vez obtenido éste dato, se
procedié a medir el tiempo de resistencia de las células a esa concentracion,
dentro de un lapso de 5,10,15 y 20 minutos. Las pruebas se realizaron con
tejido neural obtenido de la corteza frontal de fetos de ratas de la cepa Wistar
cuya edad variaba entre los 14 a 17 dias de gestacion, las muestras se tomaron
de individuos de la misma camada. Al momento de la extraccién, el tejido se
manftuvo en solucion salina glucosada al 5% a temperatura ambiente.

El tejido se sometid a distintas concentraciones de tripsina (0.0, 0.001,
0.005, 0.01, 0.025, 0.05 y 0,10 %), disuelto en 10 ml de buffer de fosfato con
pH 7.4. Se manejé un total de 3 muestras para cada concentracion. Para
lograr una buena disociacién, los tubos se pusieron dentro de un sistema de
bafio maria con agitacion a 75 rpm., a temperatura ambiente durante 5 min.

Se extrajeron las células disgregadas libres de tejido compacto, con una
pipeta pasteur y se colocaron en tubos para centrifugarlas por 5 min. a 200
rpm en una centrifuga clinica.

A fin de eliminar hasta el ltimo residuo de tripsina del medio, cada
muestra se sometié a tres lavados, después de retirar el sobrenadante, el

paguete de células se resuspendieron en 3 mi de medio de cultivo RPMI
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1640.

La viabilidad se midié a través de un conteo de las células con un
hemocitémetro, Se tomd una alicuota de 20 ! de cada concentracion y se
mezcld con 10 ml de azul tripano.

Siguiendo el mismo  procedimiento, posteriormente se mididé la
viabilidad de las neuronas a una concentracién de 0.025% de fripsina, en un
intervalo de 5, 10, 15 y 20 min., con el objeto de evaluar ¢l tiempo optimo que

pueden tolerar sin dafiarse ante dicha enzima.

B) Lesion por aspiracion de la Cépsula Interna

Una vez determinada la concentracién y el tiempo 6ptimo que toleran
las neuritas en la tripsina, se procedio a realizar la cirugia de lesién utilizando
para ello 35 ratas machos, de la cepa Wistar, de 200 g, de 6 semanas de edad,
las cuales se seleccionaron y subdividieron azarosamente en 5 grupos de 7
sujetos cada uno, los grupos empleados fueron: sin lesidén y sin transplante
(Control), Sin Lesién con Transplante Falso (SLTF), Sin Lesién con
Transplante Verdadero (SLTV), Lesion Verdadera con Transplante Falso
(LVTF) y Lesion Verdadera con Transplante Verdadero (LVTV) Tabla 1.



Area Tratamiento Namero de
de lesion de cada grupo sujetos Sexo | Edad Peso
Control 7
Sin Lesion con Transplante Falso 7
Sinlesion |(SLTE) 6
Sin  Lesidbn con Transplante 7
Verdadero (SLTV) Machos | Somanas 2008
Lesion en la|Lesién Verdadera con Transplante 7
Cépsula Falso (LVTF)
Interna Lesion Verdadera con Transplante 7

Verdadero (LVTV)

Tabla 1. Distribucion de los sujetos experimentales para los diferentes

tratamientos.

Las ratas de 6 semanas de edad con lesion (LVTF y LVTV) se

sometieron a cirugia para lesionar la CI, las ratas se anestesiaron con

pentobarbital sodico (60mg/kg) via intraperitoneal, se rasurd el craneo y se

monto en el aparato estereotaxico (David Koff). La craneotomia se efectud

con un taladro convencional, la CI se removid por aspiracién con una canula

de acero inoxidable, guiada estereotixicamente. El sitio de lesién se ubicod

conforme al atlas estereotaxico (Konig y Klippel, 1968) en las siguientes

coordenadas: anteroposterior (AP) -0.1, Lateral, (L) - 3.5, y Profundidad (P)

-7.3




C) Transplante de células embrionarias

Después de 11 semanas de postlesion, los sujetos destinados a
transplante verdadero y falso (SLTF, SLTV, LVTF y LVTIV ) se sometieron
nuevamente a cirugia, para recibir el transplante de tejido embrionario en
suspension, 10 pl en cada uno de los sujetos. Los animales del grupo con
transpalnte falso (SLTF y LVTF) recibieron 10 ul de medio de cultivo RPMI
1640, en el Ingar lesionado, con una microjeringa hamilton montada en una de
las torres del aparato estereotaxico. Una vez terminada la cirugia en los dos

casos se suturaron las heridas y se colocaron en sus respectivas cajas para su

recuperacion.



\f\( cerebro embnonano

Animal lesionado 11 semanas
antes del injerto

C
separacion
de células

77
‘//

Transplante directo

sin lesion
inyeccion
de células
Transplante directo Transplante en la capsula in- :-
con lesion terna con y sin lesion previa,

Fig. 4. Esquema general de las condiciones del transplamte.  A) cerebro lesionado por
succidn de tejido nervioso unas semanas antes del transplante, con el objeto de preparar la
cavidad que alojara al injerto. B) transplante sin lesion previa, las células se transplantaron
directamente al cerebro del receptor adulto. El animal recibe el injerto al mismo tiempo
que la lesién. C) después de una digestidon enzimatica las células en suspension fueron

inyectadas en la region de la Capsula Interna.

37



Después de 3.5 meses postransplante, se extrajeron los cercbros
mediante perfusion cardiaca (Skinner, 1975); para lo cual se anestesiaron con
pentobarbital sddico via intraperitoneal, una vez expuesta la caja toraxica se
le sumunistré intraventricularmente (en el ventriculo izquierdo) 200 ml de
solucién salina fisiologica v posteriormente 200 m! de buffer de formmaldeido
10% con pH neutro. Posteriormente los cerebros recibieron el tratamiento

histol6gico mas adecuado, de acuerdo a los objetivos antes planteados.

D) Tratamiento histolégico

Para poder observar las caracteristicas histologicas de los encéfalos
utilizados, primero se fijaron en formol para obiener posteriormente cortes de
los mismos y darles el tratamiento histoldgico mas adecuado, para poder
observar los detalles de interés especifico al transplante. Los cortes se trataron

con las siguientes técnicas de tincidn:

NISSL

Esta técnica se ha empleado para hacer estunaciones cualitativas de
la poblacién celular con buenos resultados; con ella fue también posible
observar la presencia de cuerpos de nissl en los somas de las neuronas
injertadas. Esta estimacién de la poblacidén sirvié como base para establecer
una evaluacién del transplante dentro del huésped, relacionandolo con la
presencia de substancia de nissl. Esos cuerpos estin  constituidos por
ribosomas aglutinados, su presencia pudo ser interpretada como un indicador

de la actividad metabdlica de las neuronas transplantadas. figs. 7,8, 9, 10y 11.
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Técnica Argéntica: doble impregnacion de Rio Ortega

Con esta técnica, también se observaron células nerviosas, vasos
sanguineos y fibras nerviosas; la que puso en evidencia las formas de los
somas y numero de ramificaciones. Los tipos celulares se clasificaron e
identificaron de acucrdo al patrén de sus ramificaciones.

Para el grupo Control se analizaron 10 cortes, ¢l grupo Sin Lesion
Transplante Faiso 13 cortes, €} grupo Sin Lesion Transplante Verdadero 10
cortes, el grupo Lesion Verdadera Transplante Falso 12 cortes y el grupo
Lesién Verdadera con Transplante Verdadero 13 cortes, se contd la poblacion
celular por campo (4rea de transplante) de cada una de las laminillas, de
acuerdo a sus caracteristicas estructurales de cada una de las células, de éste
modo, se pudo estimar la poblacién sobreviviente y establecer una
aproximacién de la sobrevivencia del transplante en relacién con el nimero de
fibras degeneradas y las fibras normales, el porcentaje de células vivas de cada
tratamiento se¢ comparé con ¢l control y con los demas grupos. Con esta
informacion se determind tanto el grado de muerte celular y el patron de

inervacion existente en la Capsula Interna.



VIII. RESULTADOS

ENSAYO DE DISOCIACION

A los datos obtenidos de 1la prueba de viabilidad celular in vitro bajo

diferentes concentraciones de tripsina, se les di6 una representacion grafica en

donde Ia concentracién de tripsina aparece como la variable independiente;

contra ¢l nimero de células vivas y muertas presentes en el medio. De éste

modo, se pudo encontrar que la concentracion optima a la cual las neuronas

embrionarias sobrevivieron en mayor nimero es a 0.025 %. Los datos sc

muestran en la tabla 2 y en Ja figura 5.

[tripsina] Num. de % de num, de % de células
% células vivas células células muertas
1x10* vivas muertas 1x10*
0.000 8 54.6 6.0 45.3
0.001 12 53.6 10.6 463
0.005 14 55.0 11.0 45.0
0.01 19 493 19.0 50.6
0.025 62 54.6 52.0 453
0.05 42 396 62.0 60.3
0.10 24 36.6 67.0 73.3

Tabla 2.- Datos obtenidos de la prueba de viabiiidad de las neuronas

embrionarias a diferentes concentraciones de tripsina.
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El 453 % de las células disgregadas sin tripsina morieron,
posiblemente por la agitacién mecanica, ain a bajas concentraciones de la
enzima la mortandad se mantuvo casi a la par entre el % de células vivas y
muertas, a una concentraciéon mayor de 0.025 % se dispar6 la mortalidad. El
namero de células muertas aumenté a mayor concentracion de tripsina, sin
embargo el mamero de células vivas disminuyé a una concentracién mayor de

0.025% por lo que el mayor nimero de células vivas se encuentra a la

concentracion de 0.025 % de tripsina.
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TIEMPO DE EXPOSICION DE LAS CELULAS A LA TRIPSINA

No se sabia exactamente si la concentracion o el tiempo de exposicion
de las células a la tripsina era el factor decisivo para la supervivencia, por lo
que s¢ opté por hacer un ensayo de disociacién en un tiempo no mayor de 20
minutos. A los 10 minutos habia pocas células disociadas pero en su mayoria
viables, a los quince minutos se encontré mayor nimero de células
disociadas, pasado ese tiempo la tripsina resultd ser nocivo para las células.

Las newronas embrionarias permanecen viables a los 15 minutos de
exposicion a la tripsina, es posible que a los 10 minutos habia mayor ntimero
de neuronas vivas sin embargo el tejido no se habia disgregado
completamente, después de los 15 minutos las células estaban completamente
disgregadas pero la tripsina resultd ser nociva para las céluias. El niimero de
células muertas fue aumentando conforme transcurrieron los 20 minutos de
disociacion. En la tabla 3 y fig. 6 se muestran los resuitados del tiempo de
exposicion ante la tripsina a una concentracion de 0.023 % en un lapsode 5 a
20 min. tabla 3.
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[tripsina] | tiempo num. % células | num. células % |
LA min. células vivas muertas céhulas
vivas 1x10* 1x1¢* muertas
0.025 5 64.0 723 24.0 27.3
0.025 10 64.5 65.0 37.0 36.3
0.025 15 76.0 66.6 38.0 333
0.025 20 56.0 42.0 76.3 58.0

Tabla 3.- Se muestra la disgregacion de las neuronas y determinacidn del

tiempo de viabilidad celular cada 5 min.
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HISTOLOGIA

El analisis de las laminillas bajo el microscopio de luz puso en
evidencia la supervivencia de las células transplantadas. En la mayoria de los
animales con transplante verdadero revelaron poco orden en la organizacion
interno del tejido en ¢l 4rea transplantado.

El grupo Sin Lesién con Transplante Falso (SLTF) se observaron
células aisladas, no se encontraban bien integradas con el tejido huésped, el
drea de transplante se encontraba vascularizada, se observaron algunos
macrofagos y escasas neuronas. Cabe mencionar que en los puntos de contacto
entre ¢l transplante y el hospedero no hubo interconecciones y en alguno de
ellos presentaban cicatriz glial. En la figura 10 se presenta un corte
representativo de este grupo.

El grupo Sin Lesién Transplante Verdadero (SLTV) presenté mayor
cantidad de células que el transplante falso, también se observaron algunos
macréfagos, las células se aglutinaron en la zona de vascularizacion (Fig. 9).

En tres de las ratas del grupo Lesién Verdadera Transplante Falso
(LVTF), se observaron células en buen estado, la mayoria de los cortes
mostraron células supervivientes, sin embargo en uno de los transplantes se
observd degeneracién y poca supervivencia de neuronas y uno de ellos sufrié
una necrosis total (Fig. 11).

El método de tincién con la técnica argéntica puso en evidencia una
gran cantidad de células en el grupo Lesién Verdadera con Transplante
Verdadero (LVTV), muchas de ellas muy pequefias posiblemente sean células
gliales (10um de diametro), En todos los cortes que se analizaron presentaron
supervivencia de neuronas, en general se encontraron neuronas pequeiias,

ocasionalmente se veian células de mayor tamafio y en buen estado
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FIG. 7. Microfotografia de un corte correspondiente al grupo control. Tratada
con la técnica de Nissl; a un aumento de 40x. El tejido intacto muestra una
distribucién organizada de células en donde se observa una neurona
piramidal (NP) y paquetes de fibras nerviosas (PF).



Fig. 8. Microfotografia de un corte correspondiente al grupo con lesién verdadera y
transplante verdadero. Tefido bajo la técnica de de Nissl a un aumento de 40x.
Se observa una poblacién densa de neuronas de varios tipos esféricas, alargadas,

distribuidas en forma desorganizada, presenta abundante vascularizacion.



Fig.9. Microfotografia de un corte correspondiente al grupo sin lesion y con transplante
verdadero. Tefidas con la técnica de Nissl, a un aumento de 40x. En este caso la
sobrevivencia de neuronas es considerablemente alta, sin embargo no supera al grupo
lesién verdadera transplante verdadero. En este caso también se observan Macréfagos (M).



Fig.10. Microfotografia correspondiente al grupo sin lesién y con transplante
falso. Tefidas con la técnica de Nissi, a un aumento de 40x. Se observa una
clara escasez de céluias. El tejido local trata de llenar el espacio. presenta

areas de vascularizacion (V) y macrofagos (M).
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Fig. 11. Microfotografia de un corte correspondiente al grupo con

lesion verdadera y transplante falso. Tefiida con la técnica de Nissl,
a un aumento de 40X. Las células se disponen de manera
desorganizada y dispersa, se aglutinan alrededor de los vasos
sanguineos. Se observan Macréfagos (M) y Astrocitos (A)




ninguna infiltracion de células del sistema inmune alrededor del injerto.

El exdmen general en el drea del transplante confirmé que todas las
areas de lesién con transplante verdadero se encontraban integros, lo cual
pudo indicar que las fibras que se desarrollaron en el érea de lesidén dentro del

hospedero hiciero contacto con el tejido adyacente. Figura 8.

Tabla 4. Evaluacion histologica de los transplantes

Tratamiento

Estructuras observadas C SLTF _SLTV __ILVTF LVTV
Cantidad de neuronas HHH + +H+ + A+
Células ghiales i + + ERS i+
Vascularizacién - o+ + ++ -+
Macréfagos - - + + +
Necrosis - + - + -
Coneccion con el tejido huésped - + + A

Nota: En esta tabla se muestra los resuliados cualitativos obtenidos a partir de los cortes
histolégicos bajo el microscopio de luz para los diferentes tratamientos. Los signos +++ indican ef

100%; +++, 75%; ++, 50%, +, 25%, -, no se observo.

1X. DISCUSION

En trabajos previos a este estudio, realizados por Custodio y Gonzalez,
(1992), se observaron una recuperacidén funcional pasiva a nivel conductual,
los sujetos experimentales adquirieron un mejor desempefio en la estimulacion
del movimiento después del transplante. Todos los autores reportaron una

clara evidencia en el buen desempernio en las tareas de la fuerza motriz antes de
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la lesion; después de la lesion, la actividad muscular decae y en el caso del
ambiente enriquecido, la recuperacion puede verse a los 75 dias después de
efectuado el dafio. Sin embargo con esos experimentos no fue posible
caracterizar a nivel anatomico la sobrevivencia del transplante; el grupo con
transplante verdadero (TV), se recuperé en menor grado que el grupo
recuperacion pasiva (RP) y transplante falso (TF), ésto sugiere que las células
transplantadas no fueron viables, ya que después del analisis microscopico de
la zona del transplante, se encontrd una cicatriz junto con una invasién de
macrofagos, es posible que las neuronas que se encontraban bastante dafiadas
al momento de introducirse al tejido huésped, fueran atacadas por los
macrofagos.

Con base en los resultados mencionados en la tesis de 1992, se planted
la necesidad de estandarizar ia técnica de disociacién. De acuerdo a las
técnicas manejadas con anterioridad (Bjorklund y col., 1980% Dunnet y col.,
1982), en la cual se utilizaron un ensayo de disociacién con neuronas fetales
“en diferenciacion” que conformarian posteriormente diversas regiones
encefalicas de tejido nervioso como son: primordios del hipocampo, cuerpo
estriado y tallo cerebral; de algin modo quienes fueron mas resistentes que
otras al dafio macénico producido por el manejo técnico, como son: el pipeteo_
durante la disociacion y el proceso de disgregacién con la tripsina; estos
resultados pusieron en evidencia que las neuronass que mas tarde formarin
parte de diferentes regiones cerebrales, tienen un diferente grado de resistencia
al los dafios mecanicos durante el proceso de disociacion. A partir de estos
antecedentes surge la idea de repetir este ensayo utilizando primordios de
corteza motora, disociando a las células con diferentes concentraciones de
tripsina y tomando el tiempo de tolerancia del tejido a esa concentracién y; en

base a estos resultados proseguir con los trabajos de transplante.
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Para ello fue necesario tomar en cuenta la edad del donador, otro factor
muy importante en la técmica de los transplantes, los transplantes
recomendado por destacados neurofisidlogos (Drucker y col., 1984; Dunnet y
col., 1987; Bjorklund y col. 1980a; Smidt y col. 1981); los cuales aseguran
que es posible hacer transplantes de células en suspension en regiones
profundas del cerebro, 1a destruccién del tejido receptor es minima y la
colocacién de las células en un area especifica debe ser muy precisa; ademas,
no es necesario la presencia de un lecho vascular abundante; y ademas es
posible determinar acertadamente el mimero de células transplantadas.
Cuando se emplea la técnica de disociacion, las células tomadas de donadores
de 15 dias de gestacion tienen mayor indice de sobrevivencia (Das y Hallas,
1978).

La mayoria de los autores coinciden en recomendar para este tipo de
transplante, tejido neural obtenido de ratas de 15 dias de gestacion, ya que
muestra mayor crecimiento después de ser transplantado en comparacién con
el tejido obtenido de las ratas gestantes de 21 dias de edad. Esto puede
deberse a que en ese periodo de desarrolio, el tejido se compone
principalmente de células neuroepiteliales que continfian proliferando después
del transplante. A los 18 dias de gestaciéon el tgjido estd confonmado
principalmente por neuroblastos; que después del transplante, se diferencian
sin proliferar (Das y Hallas,1978; Kromer, 1986). Sin embargo hay que tomar
en cuenta que no todas las areas del Sistema Nervioso (SN} en desarrollo
maduran simultineamente; por lo tanto, aunado con la edad gestacional, se
debe considerar también el nivel de maduracion del 4rea de interés.

Tomando en cuenta estos parametros, fue necesario establecer un
disefio experimental que permitiera llevar un estricio control de la edad

gestacional de los sujetos donadores, controlados por el propio
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experimentador.

Con el fin de identificar la poblaciéon celular y las conexiones que se
establecieron entre el transplante y las diferentes estructuras celulares del
tejido huésped, se emplearon técnicas histologicas de tincion como la de
Nissl, asi como la doble impregnacion argéntica de Rio Ortega (Rio Ortega.
Cajal R.S. 1972).

Las microfotografias del tejido con tincion de Nissl de las ratas lesion
verdadera transplante falso (LVTIF), demostraron que en el area del
transplante, las c¢élulas se encontraban en forma desorganizada, 6 bien en
forma dispersa; también se pudieron observar algunas aglutinaciones
alrededor de los vasos sanguineos, todo parece indicar gue en una lesién sin
aporte de células, los macrdfagos tratan de recuperar el dafio abarcando
mayor area de contacto, conformando una cicatriz para llenar el espacio de
la lesion junto con la glia, como se observa en la fig. 11. Se aprecia una gran
cantidad de células alargadas (P.R. Wheater, et al., 1987) que son los
astrocitos, contienen paquetes de microfilamentos intracelulares
particularmente prominentes, este tipo de astrocitos representan un alto
porcentaje dentro de las células gliales y tienen un importante papel en la
reparacion del SNC después del injerto, o bien por algin dafio causado por
enfermedades. También se encuentran algunas células de microglia que
seguramente invadieron después de provocar €l dafio, para tratar de fagocitar
las substancias introducidas como el transplante falso. Después del dafio
celular, se inicia una secuencia de eventos que incluyen degeneracion de tejido
local y transectos de fibras merviosas, asi como la proliferacion de la glia;
sintesis de componentes de la matriz extracelular, invasiéon de macrofagos y
la remocién de desechos celulares (Bandtlow, 1993).

Cuando estos eventos ocurrieron en el tejido huésped en los transplantes
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falsos y no se le proporciono el substrato adecuado para la restauracion, el
cerebro hospedero inicia el proceso de recuperacién, lo que indica que el
tejido receptor fue capaz de recuperarse ante el dafio inducido por la lesion
(Bandtlow, 1993). figura 11.

Los tratamientos del SLTF no fueron particularmente diferentes de los
del grupo con LVTF, hubo escasez de células, muy pocas neuronas en las
areas adyacentes, en este caso el dafio fue en menor grado, después de este
dafio el tejido local trata de “llenar” el espacio, lo que conlleva la serie de
eventos postlesion (Giland, 1996). La posibilidad de una recuperacién pasiva
total puede ser excluida ya que en los grupos de TF se aprecta menor cantidad
de células, lo que indica que um transplante falso no es suficiente para
restablecer una recuperacion ante una lesion (Palacios y col., 1987). fig. 10.

Los cortes observados con TV indican una buena sobrevivencia de
neuronas, persiste una poblacion densa de newronas de varios tipos, las hay
esféricas, ocacionalmente alargadas, azarosamente distribuidas en forma
desordenada con abundante vascularizacién, pocos elementos gliales y un
incremento de fibras {(Dunnet y col., 1982).

Un minuctoso andlisis hstoldgico reveld que las células transplantadas
se encuentran en buen estado, de aspecto normal, las neuronas ovoides
presentan nicleos de entre 5-7 um a 40 X, tanto en la técnica argéntica como
en la de Nissl, aunque la mayoria de las neuronas presentes son pequefias,
ocacionalmente las hay de 7-12 um que son las de mayor tamafio. fig. 8y 9.

La estructura interna del injerto se presenta desorganizada. La
sobrevivencia de neuronas se encontré en 5 de los 7 animales analizados
(71%). La tincién de Nissl reveld un fuerte proceso de regeneracion, se
observan algunas neuronas inmaduras con bajo niimero de espinas dendriticas.

Los 4 grupos de animales tratados con y sin lesidén, asi como los del
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transplante falso y verdadero, comparando las imagenes del grupo control,
con las estructuras celulares del tejido hospedero sin lesion, se disponen en
forma homogénea sin ninguna alteracién en la disposicion de Jas estructuras
celulares, no existen aglutinaciones como en el caso de TF y TV.

De todos los grupos expenimentales, en dos de ellos el de LVTV, SLTV
se observé que el transplante se ubica a nivel de la corteza junto al cuerpo
calloso. El grupo LVTF llega al Putamen Caudado casi al inicio de la CI, solo
en el grupo SLTF toca la region anterior de la CI, de acuerdo a los datos al
seguir y marcar en ellos las coordenadas utilizadas para la lesion e implante de
los atlas estereotdxicos del encefalo de la rata (Konig y Klippel, 1968); esto
mdica que se requiere de una correccion en las coordenadas estereotaxicas de
la profundidad y que para ello es necesario probar diferentes profundidades

mayor a la utilizada en este estudio para que el transplante sea depositada

exactamente en la CI.

X. CONCLUSIONES

De acuerdo con los ensayos realizados previo al transplante, en éste
estudio en parficular se concluye que: es posible obtener mayor cantidad de
neuronas viables disociando el tgjido embrionario a una concentracién de
0.025 % de tripsina.

Las células en suspension debe obtenerse disociando el tejido en
tripsina a una concentracién de 0.025% en un tiempo no mayor de quince
minutos.

La edad del donador debe ser de 14-17 dias de gestacion, cuando se

emplea la técnica de disociacion de células, la edad del donador es un factor



muy importante ya que a esta edad tienen meyor indice de supervivencia.

Las microfotografias de los cortes histoldgicos revelaron que las
coordenadas estereotaxicos de profundidad tomadas del atlas de Komg y
Klippel, (1968) no llegé a la Cépsula Interna (CI). El transplante sobrevivié a
nivel de la corteza junto al cuerpo catloso, sin embargo éste hecho no invalida
la supervivencia y la reconstruccion fisiologico del cerebro bajo estas
condiciones técnicas.

Habrd que refinar el modelo localizando las coordenadas de
profundidad para obtener una respuesta adecuada y deﬁru:tiva para trabajar en
el area exacta que se pretende utilizar como Modelo Experimental de

Hemiplajia para obtener un dafio cerebral “reparado”.
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