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INTRODUCCION

"Los quo suefian de dia tienen conocl-
miento de muchas cosas quo escapan a
los que suefian Gnicamente de noche."

E. Allan Poe



1. INTRODUCCION

A partir del siglo pasado se ha dado inicio a los pfiﬁerqé e

intentos de trasplantar tejido neural al Sistema. Nervioso Cén =

tral (SNC) de mamiferos,
Mejorandose paulatinamente los resultados en cuanto a super =7
vivencia del implante y conviertiendo a estas técnicas en un’ -
medio viable para el estudio de la neurogénesis,diferenciacidn--
neuronal ,organizacidn citoarquitectdnica,sinaptogénesis y rege-
neracidn de conexiones en el SNC de mamiferos.Llegando a obte -
nerse también mejores conocimientos sobre las diversas variables
que afectan al trasplante y al receptor,asi como sobre las in -
teracciones que ocurren entre el tejido implantado y el receptor
Entre los miltiples éxitos que se han logrado con estas téc -
nicas,podemos mencionar,la restitucidén o incorporacidén de fun -
ciones neuroenddcrinas y de neurotransmisién,y con ello,cambios
de conducta como la sexual y facilitacidn del aprendizaje;res =~
titucidn de vias visuales,incorporacidn de funciones motoras;y
otras como la supresidn o induccibn de actividad epiléptica,etc.
Por otra parte estos estudios han conducido a su utilizacidn-
en el ser humano,tal es el caso del empleo de médula adrenal y-
sustancia nigra en pacientes con enfermedad de Parkinson,
En cuanto a la implantacidn .de tejido cerebeloso,son escasos-
los reportes realizados,y practicamente todos han sido efectua-

dos en regiones neocorticales,a diferencia del presente trabajo.



No.existen reportes previos sobre este tipo de traéplan£e~gﬁ—v,
Iberocamérica,ni tampoco se ha propuesto en la liferatﬁré'su em-
pleo en modelos de epilepsia experimental.

Sobre la génesis de la actividad epiléptica existen miltiples
teorias,en lo qué coinciden los diferentes autores es en la im-
portancia que tienen distintos neurotfansmisores en esta pato -
logia.De tal manera que uno de estos neurotransmisores,el &acido
gama-aminobutirico (GABA) y sustancias afines se han empleado -
como inhibidores de la actividad epiléptica.

Se sabe que varias células de la corteza cerebelosa (células-
de Purkinje,estrelladas,en cesto y de Golgi)} son productoras de
este neurotransmisor,de manera que es de esperarse que estas_ -
células,implantadas en un sitio.con bajo umbral epiléptico,como
es el nicleo amigdalino,o en un sitio en donde pueda existir -
una amplia difusidn del neurotransmisor,como el sistema ventri-
cular, puedan modificar la actividad epiléptica mediante la 1li -
beracién de GABA.

Miltiples técnicas de trasplante se han desarrollado por los-
diferentes equipos de investigadores,sin embargo no se cuenta -
con una técnica que se adecuara a nuestros propdsitos;tales como
la implantacidn profunda de tejido heterotdpico,con posibilida-
des de monitorizacidn electrofisiolégiéa y/o la instalacidn de-
un sistema de tipo “"push-pull" directamente en el sitio implan-
tado asi como en otras regiones cerebrales en forma simultdnea;

practicando una sola cirugia al receptor.



v

De manera que siendo el desarrollo del método de implantacidn
el punto capital para lograr los objetivos,es la descripcidn de
de la elaboracidn de esta técnica el aspecto principal de este-
trabajo;esper&ndo que esta experiencia sea Gtil y aporte una -

base a investigaciones ulteriores.

(6,7.8,9,10,15, 16 20,21, 22 23 24 25 26727 29 33 37 39 42.

46,52, 53 555 56 59,68, 71 72 79 80 81 83 86‘9k



DEFINICIONES

"El hombre es lo quoe quiere ser."

J.P. Sartre



2. DEFINICIONES Y CLASIFICACIONES

La palabra trasplante se emplea en el sentido mds amplio para
denotar toda extirpacidén o desprendimiento parcial de una parte
de la cconomia y su implantacidn en la economia del mismo sujeto -
o de otro.

Segin emplearemos las palabras,injerto o implante son sindni-
mos de trasplante;huésped y receptor son sindnimos.

Las siguientes clasificaciones son aplicables al trasplante--
terapéutico en el ser humano y al experimental en general en el
animal.

Segiin las relaciones genéticas entre donador y receptor,hay -
cuatro clases de trasplantes;a saber:

1) autoinjerto-donador y receptor son el mismo sujeto;2) iso-
injerto o injerto singénico-donador y receptor son individuos -
genéticamente idénticos de la misma especie (injerto entre ge -
melos homocigdticos o entre animales de una cepa muy endogdmi -
ca);3) aloinjerto u homoinjerto-donador y receptor son indivi ~
duos genéticamente diferentes de la misma especie,y 4) xenoin -
jerto o heteroinjerto-donador y receﬁtor son individuos de dis-
tintas especies.

Seglin el sitio de implantacién,los trasplantes son ortotdpi -

si estdn rodeados por la misma clase de tejidos o situados en -

la misma parte de la economia después del trasplante que antes;



de lo contrario,son heterotdpicos

Segln la técnica de implantacién,iosktraéplantes se clasifi -

can de la siguiente manera:
Injertos anastomosados-la cifcﬁlaqxén;dél?huéspedbse estable-
ce en el injerto al efectuar el traéplénte por anastomosis vas-
cular;injertos pediculados-el injerto se conecta al sitio dona-
dor por lo menos pasajerameﬁte valiéndose de un pediculo que -~
posee vasos sanguineos;injertos libres-fragmentos aislados de -
tejido que carecen de conexiones vasculares,nerviosas.o linfé,-
ticas al terminar el procedimiento de trasplante,e injertos -

transfundidos-el injerto se establece valiéndose de la ‘inyeccidn

constante de una suspensién celular en corriente circulatoriai-

cavidad corporal o tejidos del huésped.

ﬁos injertos pueden ser viables o no cuando se>colocan.

Los trasplantes también pueden clasificarse de otras maneras;
a saber:

Con relacidn a la anatomia,la histologia y la citologia del -
injerto;segin si el injerto es de un donador embrionario o ma -
duro;si el receptor es inmunoldgicamente inmaduro (fetal tem -
prano} o maduro (postnatal y adulto);si el sitio de implanta -
cidn es o no privilegiado,esto es un sitio que protege al in -
jerto del rechazo {v.gr.:cdmara anterior del ojo,dentro del ce-
rebro o el testiculo);seglin si el injerto es de tejido neopld -

sico o no,segin la técnica y la duracidn de preservacidn y al -

macenamiento del injerto;si la finalidad es terapéutica o expe-



rimental,y asi sucesivamente. :

pPe acuerdo con las definiciones y é;ééifiﬁécﬁéﬂégjgatériorés,
podemos decir que este estudio se refieré é‘unitp;spiénte e#pe—
rimental,de tipo heterotdpico y singénico,microinyectado,viable,

de tejido cerebeloso fetal a nlicleo amigdalino,sistema ventri -~

y nicleo caudado maduros.empleando ratas Wistar. (78,82) -



ANTECEDENTES

"Es.un error capital teorizar. Antes
de que so tengan los datos.”

A.C. Doylo




3.

ANTECEDENTES

Para poder implementar una tecnlca atil para nuestros Elnes,
es necesarxo tener conoc1m1ento sobre la EVDl“ClOn que han te -~
nido los trabajos previos en esta drea.Por lo que haremos una -

revisibén de dichos estudios,primero sobre trasplantes neurales-—

en general,enfocadndonos posteriormente én las investigaciones -
que s han realizado con tejido cerebelos,y en las aplicaciones
que se han dado a los implantes neurales en modelos de epilepsia
experimental.

Siendo la edad gestacional del donador probablemente el factor
mids importante para lograr el éxito de la implantacién,es in -
dispensable la revisidon de la literatura referente al desarrollo
del cerebelo en las etapas prenatal y postnatal.

Finalmente hacehos un compendio sobre la parte de la neuro -
guimica gue nos interesa de las células de la corteza cerebelo-
sa,menciondndose patologias humanas en que se encuentra impliA-

cada la disfuncidn de sistemas gabaérgicos.
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IMPLANTES NEURALRS INTRACEREBRALES

ANTECEDENTES HISTORICOS

Thompson (1890) y Saitykow (1905) fueron probablementerlos” -
primeros en reportar resultados de trasplante de tejido éduitojk
del SNC,y Del Conte (1907) el primero en-realizar trasplantes - )
de tejido embrionario a cerebros de mamiferos. .

Los primeros resultados fueron desalentadores;Del Conte,en . -
particular,concluyd que el cerebro era un sitio desfavorable -
para trasplante.Resultados negativos similates fueron subsecuen-
temente publicados por Altobelli (1914),willis (1935),Glees (19
55) ,Wenzel y Bdrlehner (1969) y por Frotscher (1970).

Ranson (1914) y Tidd (1932) obtuvieron supervivencia parcial-
de ganglios sensoriales trasplantados a la corteza cerebral de-
ratas en desarrollo,y Dunn (1917) reportd supervivencia de 4 de
44 implantes de corteza cerebral neonatal en la corteza de ratas
de 9 a 10 dias de edad.

El estudio m3s interesante en los principios de la literatura
es el de Le Gros Crark {1940).El describid supervivencia exce -
lente y la diferenciacidn en un caso de implante de neocorteza-
embrionaria a la corteza de un conejo de 6 semanas de edad.

En vertebrados inferiores estas técnicas se han usado para -~
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estudiar mecanismos de regeneracidn neuronal,especialmente del-
sistema retino-tecéalj

Matthey (1926),5tone (1944),Stone y Zeur (1940) y Sperry (19-
45) mostraron que ojos trasplantados o reimplantados en sala -
mandras o ranas pueden regenerar una nueva via retino-tectal con
restauracién de la visién.

Mas recientemente,la té&cnica de trasplante neural ha sido -
aplicada exitosamente en el tectum Optico de peces o ranas Shar
ma y Gaze {(1971),Yoon (1973,1975,1977,1979),Levin y Jacobson -
(1974).Estos trasplantes se reinervan por los axones retino-tec-
tales del huésped.

Otro éjemplo de trasplante exitoso en vertebrados inferiores,
es aquédl de segmentos de médula espinal en anfibios en desarro-
llo Detwiler (1936),Pratt (1940),Weiss (1950),Szekely (1963,19~
68),Straznicky (1963).

Estos implantes establecen conexiones neuromusculares apro -
piados y pueden proveer movimientos coordinados normales de la-
extremidad.

De particular interés son las observaciones de Székely (1963,
1968) en relacidén a que segmentos de médula espinal en desarro-

1lo,trasplantados junto con una extremidad en desarrollo,no so-

lo reinervé los misculos de la extremidad trasplantada,sino que
ademds los animales podian mover dicha extremidad con movimien-~
tos similares a los de la marcha.

Por otra parte Stenevi (1976) y Bjdorklund (1976) fueron los -
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primeros en estudiar mas sistemdticamente las posibilidades pa-
ra una adecuada supervivencia de trasplantes de neuronas perifé-

(11,80) 73:74)

ricas y centrales en el SNC de mamiferos adultos,

Culminando el acervo de los estudios anteriores con el traba-
jo de Backlund,Granberg y colaboradores (7) y de Madrazo,Drucker
y colabo;adores (54),en trasplante de médula adrenal al niicleo-

caudado en pacientes con enfermedad de Parkinson.

(2,96)
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EL CEREBELO COMO SITIO RECEPTOR DE IMPLANTES NEOCORTICALES

Se han realizado varios estudios en trasplantes heterotdpicos
neocorticales a cerebelo en rata,investigdndose la propensidn -
de estos trasplantes para recibir inervacidn aferente del tejido
huésped.Siendo reportadas conexiones aferentes de viés nerviosasm
ren la proximidad inmediata del trasplante heterotépico,gpe hor;:
malmente no son especificos o no se encuentran relacionados'con 
el tejido neural trasplantado. V

Ademds, teniendo el cerebelo como 6rgano receptor se ha-demos-
trado que el cerebro adulto es capaz de proveer aferentes y re-

cibir eferentes de trasplantes neocorticales embrionarios -

(30,60,61).

IMPLANTES DE CEREBELO HACIA NEOCORTEZA

Las investigaciones realizadas con implantes heterotdpicos de
tejido cerebeloso hacia cerebro,son igualmente escasas,perfec -

ciondndose paulatinamente las té&cnicas para su manejo e implan-
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tacién (17,18,19),yrlggréndose mejnres conocimietos sobre la =
determinacién‘de los periodos de gestacidn para obtener el te -
jidd donador {4,45,63),asi como sobre su integracidn,desarrollo
del tejido donador en el huésped y vascularizacién del implante
en el huésped (5).

Sin embargo,trabajos detallados sobre las cuestiones menciona-
das anteriormente Gnicamente se han reportado en trasplantes -~
superficiales a neocorteza,no asi a regiones profundas del.ce -
rebro como las que nosotros estudiamos (niicleo amigdalino y.ni=
cleo caudado).

Los experimentos realizados con trasplantes heterotépicbé de;
cerebelo hacia &reas neocorticales han dem ostrado éue la cérte-
za cerebelosa se desarrolla tanto como lo hace in situ. '

Sin embargo,inicamente llevaron una secuencia temporal estre-,
cha los procesos migratorios,mientras que la diferenciacidn de-
las células de Purkinje y de las folias se retardaron inicial -~
mente.En las partes profundas dgl trasplante y a lo largo de -~
las porciones del trasplante confinadas a las capas profundas -
de la neocorteza,la capa granular externa se encontrd asociada-
con vasos penetrantes profundos.Un patrdn citoarquitectodnico. . -
invertido Se desarrolld como capas cilindricas concéntricas -
alrededor de dichos vasos.en contraste se observaron foliacidn-
y laminacién normales en las partes mids superficiales del im -

plante.Se observaron axones que discurrian entre el huésped y -

el trasplante,siendo especialmente pronunciados en los sitios -
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hajo-la capa granular interna,la queipa:ecia’conﬁenﬁr nicleos. - -

" cerebelosos profundos (45,90}

Demostrandose con microscopia electrdnica que-las conexiones-

sindpticas normalmente presentes en la corteza cerebelosa,tam -

bién se encuentran en el implante;con excepcidn de las fibras -

trepadoras,las cuales estaban ausentes (4).

Encontrando estos mismos investigadores en implantes que so -
brevivieron en situacidn extraparenquimatosa,que la presencia ~
de aferentes extracerebelosos no es necesario para la diferen -
ciacidn organotipica y sindptica del implante.

Por otra parte,el volumen resultante del tejido implantado es
dependiente de la edad gestacional del feto donador y los im -
plantescerebelosos tomados en etapa tardia de gestacidn inclu -
sive muestran una reduccidn en su tamafic final (44).

Un dato interesante es que en trasplantes ortotdpicos cerebe-
lo-cerebelo en ratas a finales de la primera semana de edad,las
células indiferenciadas trasplantadas de los donadores migran -
activamente en la corteza cerebelosa de los huéspedes y aparen-

temen te se diferencianen células en cesta y granulares.
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TRASPLANTE NEURONAL Y EPILEPSIA

Se ha dado inicio a la introduccion de técnicas de trasplante
neuronal como un método alternativo para el estudio de los me -~
canismos y del control de la actividad epiléptica.

Como lo ejemplifica el estudio de Buzsiki y colaboradores (13)
;quienes implantaron suspenciones celulares de la regidn del -
locus coeruleus o del hipocampo bilateralmente y en forma sub -
cortical encontrdndose deaferentada esta reqgidn,encontrandose -
proteccidn contra los efectos de la picrotoxina (sustancia que-
impide el acoplamiento del GABA al canal de Cl- en los sitios -
moduladores},en contraposicién a los implantes ortotdpicos de -

hipocampo que inclusive mostraron crisis espontdneas.
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DESARROLLO PRENATAL Y POSTNATAL DEL SISTEMA CEREBELOSO

EN LA RATA

Los estudios de Altman y Bayer sobre el desarrcllo prenatal -~
normal del cerebelo de la rata,provee informacidn acerca del -
grado de maduracién de los fragmentos de la vasicula metencefa-
lica que fueron usadas como implante cerebeloso (3).

Durante el desarrollo embrionario,el esbozo cerebeloso se ini-
cla como dos yemas separadas (los labios rémbicos) a cada lado-
del cuarto ventriculo,empezando a diferenciarse en E13,princi -
piande a fusionarse a lo largo de la linea media en E15.

Estos autores notaron que la migracidén de la capa granular -
externa.iniciaba su migracidn rostral del trigono germinal en -
E 17.In situ,dicha capa exhibe su mdxima actividad neurogénica-
en P8 y alcanza su grosor maximo en P10 a Pll.

La capa molecular,la cuval refleja la diferenciacién de fibras
paralelas de las c€lulas granulares en su migracidn de la capa-
granular interna aparecen en P6 a P8.

El arbol dendritico de las células de Purkinje contribuye -
grandemente a la formacidén de la capa molecular.

Como consecuencia final de la morfogénesis de las células gra-

nulares,la capa granular interna inicia su formacidn en P4 a P6

,con un maximo de diferenciacién entre P8 y Pl6.
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La neuronas de los niicleos cerebelosos profundos son genera -
das por la zona germinal ventricular en E 13 a El4,mientras que
la génesis de las c@lulas de Purkinje principian en El4,su mi -
gracidn es observada en E17 a E22,formando una monocapa en P4 a
P6 y alcanzando el maximo tamafio en su soma en P22 (3).

El momento para la diferenciacibn y crecimiento de las células
preciso para cada especie,pero puede variar considerablemente -~
entre ellas y afin entre las diversas dreas del cerebelo de una-
misma especie, (Tabla I,Figura 1)

De manera que especificamente para la rata se ha considerado-
de acuerdo con diferentes autores un nimero total de células de
Purkinje que va de 278 000 a 547 413 con una densidad por mm2 -
de 93 a 1014. (36).

La secuencia descrita anteriormente en relacifn al desarrollo

del cerebelo durante la gestacibn,como ya se ha descrito,se con-
tinGa aGn en la vida postnatal culminando con la maduracidn to-
tal de este drgano.

Las primeras referencias de la anatomia macroscépica de la -~
rata adulta las podemos encontrar en ‘las publicacionés de Brad-
ly (1904),Bolk (1906),Ingvar (1919),Riley (1928),Shotlen (1940}
y Aciron (1951).El desarrollo y la cqnfiguracién de los lobulos
y lobulillos del cerebelo de-la rataffﬁerényaé§éflkaijpéf Lar -
sell (1952,1970). ‘ e :

La fisura profunda primaria separa el lébuld anteridr del 16-

bule posterior.
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TABLA I

DESARROLLO DEL CEREBELO :NORMAL DE LA RATA

Evento morfolégico : . : oI gitu

CGE RN .
Génesls ) o ‘; Ei7
Tamafio maximo ) P10-11

Cesacion g o . CIP1722:
Capa molecular s

Formaclén inicial P 6-8

Grosor maximo : ) P22
CG1 » '
Formacion lnicial R ‘P 4-6
Neurogénesis maxima ; CPL1-12
Migracion final . ’ . paz-24

Células de Purkinje
Génesis
Migracion
Agregaclon

Monocapa

Maximo tamaio del soma

Foliacidn T §
Intcial o S E16-18

E,dia embridnico,positividad espermatica=El; P,dia postnataly
Nacimiento=Pl; gestacién=22 dias TEE N
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TRASPLANTE HETEROTOPICO DE
CEREBELO

ETAPA

GENESIS
MIGRACION
AGREGACION

MONOCAPA

SOMA

60~

DIAS

DESARROLLO DE LA CELULA PURKINJE ' ‘

FIGURA 1




Este autor sqbdividiéiél‘céiébéiq;ﬁe'la rat _ﬁ'iOflébulillqs
,numerados del 1 al 10.en éentid§ tqstr6éaudal.x,Lﬁ '

Los niicleos centrales se encuéﬁgrgﬁvéﬁbéividiaosbde acuerdo a
Ohkawa (1957),quién perfeccidnéyel ésquema propuesto por Weiden-
reich (1899).

Estos autores dividieron los niicleos centrales en dos grupos-
de nficleos interconectados.El grupo caudal consiste del niicleo-~
cerebeloso medio o fastigial y del niicleo interpuesto posterior
;el grupo rostral consiste del nicleo interpuesto anterior y del
nlicleo cerebeloso lateral o niicleo dentado. (88)

Ya que para nosotros era de especial interés la obtencidn de-~ -
células viables de la corteza cerebelosa cuyos componentes celu- -
lares pudieran diferenciarse y ser funcionalmente tiles,ahonda-
remos en la descripcidn de ésta.

La corteza cerebelosa es una estructura uniforme en todas sus
partes.Estd compuesta por 3 capas bien definidas que contienen-
varios tipos diferentes de neuronas y que a partir de la super-
ficie son:la capa molecular,la capa de células de Purkinje y la
capa granulosa. o

Las pequefias células nerviosas en la capa granular,las células
granulares envias sus axones hacia la superficie dentro de la -
capa molecular,donde se dividen semejando una letra T,en dos. -
largas ramas que corren paralelas al eje longitudinal de layfo—
lia.Estas fibras paralelas forman la mayor parte de la capa mo-
lecular.Las fibras paralelas atraviesan los campos dendriticos-

de las demds células de la corteza cerebelosa y establecen si -

napsis con ellas.
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Los cuerpos de las células de Purkinje forman una monocapa que
descansa sobre la capa granular.
Estas extienden hacia la capa molecular una: elaborada arbori-

zacidn dendritica.El axdn de las células de Purkinje deja el -

pericaridn a partir del polo opuesto a las dendritas y descien-
de a través de la capa granular a la sustancia blanca.de aqui -
procede a su destino en uno de los nilicleos centrales o vestibu-
lares.

La célula de Purkinje es la {inica neurona en la corteza cere-
belosa cuyos axones se proyectan mas alla de los confines de la
corteza.

Justamente por encima de los cuerpos de las células de Purkin-
je se encuentra una célula de tamafio intermedio-la célula en ces
to- la cual radia dendritas a través de la capa molecular,pero-
proyecta su axén horizontalmente en el plano parasagital arriba
de la capa de células de Purkinje.Durante su trayecto,el axon -
pasa sucesivamente a los cuerpos de las células de Purkinje, -
manda colaterales que descienden alrededor del pericarion de las
células de Purkinje,formando con axones de otras células simi -
lares un cesto pericelular.lLas fibras establecen sinapsis con -
el cuerpo celular en el segmento inicial del axon de las.células
de Purkinje.

Células un poco mas pequeiias que radian dendritas -las células

estrelladas- se encuentran localizadas en la porcidn mis alta -

de la capa molecular.Ellas extienden sus axones y colaterales ~
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para terminar ‘en las espiculas dé las déndriﬁésvde;iasfcélulas{‘
de Purkinje.Estos dos tipos de células reciben conexionés de las
fibras paralelas. ’

En la capa granular otros dos tipos de células se encuentran.
La célula. de Lugaro,descansa horizontalmente justo por debajo -
de las células de Purkinje.Sus dendritas son muy largas y estdn
conectadas principalmente con recurrentes colaterales del axdn-
de células de Purkinje.Su axdn,tanto entra en la capa molecular:
como puede descender a través de la capa granular.Sus terhinéles
no estdn determinadas.

La otra gran neurcna de la capa granular es la célula. de: Golgi

.la cual recibe aferentes de las fibras‘paralelas a través ﬁe -
sus largas y radiadas dendritas,las cuales establecen sinapsis-
con las dendritas de numerosas c&lulas granulares a través de -
un extraordinario plexo axonal.

Las vias aferentes a la corteza cerebelosa se pueden clasifi-
car en dos grandes clases de fibras nerviosas:fibras trepadoras
y fibras musgosas.

Ambos tipos dan colaterales a los niicleos centrales.Las fibras

trepadoras se originan en gran parte de la oliva inferior con -
tralateral,ramificdndose en la capa granular,estableciendo si -
ndpsis tanto con las células de Golgi como con las granulares y

ascienden a la capa molecular.
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Aqui se dividen en un plexo terminal alrededor de los troncos

principales del arbol dendritico de las céluias de éutkinje.Pe—
quefias ramas también se articulan 'con células en cesto y estre-
lladas.

Las demds aferentes a la corteza cerebelosa -vestibular,espi-
nal,bulbar,reticular,pontina,etc.- aparentemente terminan como-

fibras musgosas.Estas' se ramifican {inicamente en la capa granu-

lar y establecen sinapsis por medio de rosetas con las células-
granulares y de Golgi.

Dado que el objeto primordial del presente trabajo es el de -
desarrollar un método adecuado de trasplantar tejido cerebeloso
a niiclec amigdalino y a nidcleo caudado;sclo diremos en relacidn
a los sitios de origen y de desqino de las fibras afercrentes y
eferentes del cerebelo,que no se conocen a la fecha relaciones—‘
de este 6rgano con el niicleo amigdalino y se sugiere una rela =-
cibn indirecta con el nicleo caudado a través del sistema sero-
toninérgico de los niicleos del rafe’ pontino,recibiendo ademias,-
probablemente aferentes del niicleo caudado via la oliva inferior

a través del pedinculo inferior (36,65).
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NEUROQUIMICA DEL GABA

Los aminodcidos son cuantitativamente probablemente el grupo-
mas importante de neurotransmisores en el cerebro de mamifero.

Los dos aminodcidos transmisores inhibidores mejor estudiados
son el adcido gama-aminobutirico (GABA) y la glicina.

El GABA parece 'ser un transmisor inhibidor importante en tpdas
las partes del SNC,mientras gue la funcidén inhibidora de la S
glicina se encuentra principalmente limitada al bulbo y a la .~
médula espinal.

El GABA es una de las sustancias neuroactivas més ampliamente
distribuidas en el SNC.Su concentracidn total en el cerebro -
(aproximadamente 2 micromoles/gr de tejido) es de por lo menos-
200 a 1000 veces mayores que la de otros neurotransmisores.

La mids alta concentracién del GABA se encuentra en el globus-
pallidus y er la sustancia nigra.Sin embargo,es interesante que
estas zonas tienen solo 3.5 veces mds GABA que aquellas de menor
contenido,mientras que en el caso de otros transmisores la di -
ferencia entre zonas llega a 30,40 o mis veces.

Pricticamente no existe ninguna regidn del SNC que se haya -
estudiado en la que el GABA no inhiba la actividad eléctrica -
neuronal cuando se aplica iontoforéticamente,puede concluirse -

que de todos los neurotransmiscres conocidos es muy preobable -
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que el GABA sea el mas abundante y.mis profusdmehte distribuido

en cuanto a funcidn sindptica.

En el cerebelo las células de Purkinje,las/estrelladas,las’ -

células en cesto y las de Golgi se han dentxficado*coﬁdlqabaér—i

gicas.

Una vez que es liberado el GABA,este aminoécido tiéné que al-
canzar a la célula blanco.

Virtualmente todas las neurcnas son sensibles al GABA,y los -
receptores de GABA estdn distribuidos en todo el cerebro. ;

Estos receptores pueden ser separados en aquellos que son =
sensibles a la bicuculina (GABA A) y en aquellos que no lo s§n4‘
(GRBA B).

Aungue en términos generales la activacidn de los receptores-
CGABA A son responsables de la clasica inhibicidn postsinéptica{
se ha mencionado que los receptores GABA A pueden ser separados
en receptores sindpticos y extrasindpticos,los cuales hiperpo -
larizano despolarizan neuronas respectivamente.

El receptor GABA A se encuentra relacionado conel iondforo de
cl-.

Algunos de estos receptores parecen estar acoplados a sitios-
moduladores.En estos sitios,drogas como las benzodiacepinas y. -
la picrotoxinina (la forma activa de la picrotoxina) pueden ac-
tuar para modificar el efecto del GABA en el canal de Cl-.

En cuanto al receptor GABA B actia reduciendo la liberacidn -

de otros neurotransmisores como a la norepinefrina,glutamato, -
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dopamina o serotonina,El receptor GABA B puede trabajar disminu
yendola encrada de Ca2+ dentro de la terminal presindptica ner-
viosa.

Los sitios GABA A se piensa que sean en su gran mayoria post-
sindpticos y se encuentran concentrados en neuronas centrales y
en neﬁronas simﬁéticas periféricas;mientras que los sitios GABA
‘B,estdn.en terminales presindpticas autonémicas y en terminales

nerviosas centrales.

DISFUNCION DE SISTEMAS GABAERGICOS

Debido a la amplia distribucidn de terminales gabaérgicas en-
el cerebro,uno podria esperar que la disfuncidn de estos siste-
mas puede causar diversos efectos patoldgicos.

Existen numerosos ejemplos donde cambios especificos locali -
zados en el sistema GABA estén asociados con patologia

La neurobiologia de la epilepsia es complicada,pero el GABA y
los acidos amino acidicos se encuentran seguramente involucra -
dos en ella.Diferentes modelos animales de epilepsia muestran -
disminucién de GABA o de GAD en el foco epiléptico.Algunas mues-
tras humanas tomadas en la regién del foco también muestran dis-

minuecién de GABA*
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En la enfermedad de Huntington existe reduccibn en los niveles
de GABA en los ganglios basales,al igual que en el hemibalismo,
que presenta los mismos hallazgos en el nicleo subtalamico y en
el globo pédlido.

Disminucidn de GABA en ganglios basales y en LCR se ha encon-
trado en pacientes no tratados con Parkinson.

Asimismo se han encontrado niveles bajos de GABA plasmiticos-
y en LCR en pacientes con depresidn. (14,,32,40,41,50,51,57,62,
70,76,85).
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4. OBJETIVOS

Los objetivos que nos hemos trazado en el presente estudio: 41

son los siguientés:

1. Lograr el desarrollo de un método experimental.toﬁ'una téc~
 nica quirfirgica propia,Gtil para el trasplante neural in =~

tracerebral

2. Aplicar el método desarrollado,en trasplante neural hete ~
rotdpico empleando donadores fetales de 14 a 16 dias de -
gestacidn y receptores machos adultos de 250 gr a 300 gr de
ratas Wistar.Implantande teiido cerebeloso fetal a niicleo -
amigdalino,a ventriculo lateral y como control a niicleo -~

caudado de los receptores.

3. Tener la posibilidad de monitorizacidn electrofisioldgica-
y/0 instalar un sistema de tipo "pushu-pull" directamente -

en el sitio implantado.

4. Contar con la posibilidad de mqnitocizér otros sitios del-

cerebro del animal en forma simultdnea

5. Demostracidn histolégicave
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Vivencia,integracién y funcionalidad del implante realizado.

4, Ulteriormente,una vez logrado el método de implantacidn se
planea continuar en otra etapa con el registro de los cam -
bios observados en los animales implantados a los cuales se

desarrollard un modelo de epilepsia experimental.
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MATERI AL Y METODO

"4Tienes una teoria? "Si,una
provislional.Pero no me sorprenderé
81 no es la correcta".

A.C. Doyle
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5.a MATERIAL

El material empleado se refierea continuacién:

1. se utilizaron ratas Wistar adultas,machos entre 250 gr y -

©. 300 ‘'gr como receptores;como donadores,fetos de la misma es-

'pecie que se encontraran entre 14 a 16 dias de gestacidn.

2. Instrumental quiriirgico:

a.
b.
c.

d.

Bisturi

Hojas de bisturi No. 11 y 20
Pinzas de diseccidn

Pinzas Adson

Pinza Kelly

Disectores

No se contd con instrumental de microcirugia

3. Para la ejecucién de este proyecto se empled el instrumen-

hento de estereotaxia David Kopf modelo 1404.

4. Pieza de baja velocidad de odontdlogo,Foredom modelo 21.
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5.  Fresas Meisinger 1/014 No. 4.

6. Las canulas guia' y de mlcrOLnyeccxon Eueron disefiadas y. -

elaboradas en este laborator con las aiqulentes especifl-‘

caciones:

a. Cinula guia dirigida‘a nﬁé} o“mi§¢a‘nqo,nﬁciéofEéhdédo

y ventriculo lateral'

Tipo de materxal- Agu;a hlpodermxca de’ acero 1noxidab1e‘,’
Dimensiones: Calibre 18,longitud ~13 mm 7
b. Mandril de la cdnula guia:
Tipo de material: Aguja hipodérmica ae acero inokidabie
Dimensiones: Calibre 22;longitud-14 mm v
¢. Canula de microinyeccidn:
Tipo de maéerial: Aguja hipodérmica de acero inoxidable

Dimensiones: Calibre 22;longitud-20 mm E

=7, Los electrodos utilizados para practicar lesidn electro;l—
tica fueron manufacturados en este laboratorio.

Caracteristicas: Electrodos bipolares con separacidn de 1-
mm de punta a punta.Sin barniz aislante en 0.5 mm a partir

de sus puntas.

Tipo de material: Alambre de acero inoxidable aislado con



10.

11

34

barniz

Dimensiones: longitud=20 mm »

Lesionador GRASS de corriente directa,hodélo DC_LM Sa.

Catéter de microinyeccidn
Tipo de material: Polietileno (Biotrol):

Dimensiones: No. 1. ¢ interno-0.30"mm,¢ externo-0.70 mm

Microjeringa Hamilton

Especificaciones: 10 microlitros

Microscopio de diseccidn estereoscopico con base
Especificaciones: Stereo Star 2Zoom Reichert 1lx a 6x 580, -

Béjo un aumento de 10 x



12.

13.

14.

15,

Microtomo Sartorius-Werke,modelo 27

Otros implementos:

a. Cajas de Petri

b. Vvidrio Ae reloj

c. Portaobjetos y cubreobjetos

d. Tornillos finos de acero inoxidable
e. Acrilico autopolimerizable

f. Perfo?ador para marcaje de las ratas

Tanques de C02 para cortes por conggiacién

=]

h. Servicio de Bioterio

Soluciones:

Solucién de NaCl al 0.9%

Pijador:
Formol al 10% + heparina

Formol al 10%

35



16, Soluciones y reactivos para tincidn

a.

b.

Cresil violeta acetato

Alcohol a diferentes concentraciones

. Aqua destilada,

Xilel

Acido acético

36

(etilico).
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5.b METODO

El presente estudio se divide en dos etapas,la primera de -
ellas consiste en el desarrollo de un método experimental Opti-
mo para la obtencién e implante de tejido cerebeloso fetal a; -
ferentes sitios del cerebro de la rata. . {66,67)

Esta es probablemente la etapa mas critica de estos experi = -~
mentos puesto que existe poca informacidn en lakliteratura §0 -
bre el momento mids oportuno del desarrollo embrionario en que -
debe realizarse la toma del injerto,el tratamiento previo que -
debe realizarse al tejido a trasplantar (bloques de tejido,sus-
penciones celulares,tratamientos enzimiticos,etc.),la cantidad-
de tejiho a implantar {(concentracidn celular),sobre el tipo de-

"medio de transporte" en que debe mantenerse el tejido en el -

lapso en gue se obtiene y se implanta (solucidn fisiolbgica, -
glucosada,su temperatura,condiciones de oxigenacidn,etc.).Asi -
mismo existen escasos conocimientos sobre el tipo de preparacidn ™
que debe tener el receptor incluyendo la eda,sexo,los sitios -
cerebrales mads adecuados para la incorporacidn del implante,la-
preparacidn misma del sitio a implantar (inoculacién directa -

del tejido fetal,lesidén por aspiracidn,lesién electrolitica, -

etc.),el tiempo que debe transcurrir entre la realizacidn de la
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‘lesidén y el momento del trasplante.Por otra parte existen pocos
estudios en relacidn a la interaccidén trasplante-huésped,hués -
ped-trasplante y en cuanto al momento en que adquiere fﬁnciona—
lidad un tejido neural trasplantado,en este caso el cerebelo.

Por lo tanto tampoco existe suficiente evidencia sobre el mo-
mento Optimo de sacrificio de los animales de experimentacién,?~
ni el porcentaje de éxito en este tipo de trasplante.

De esta forma,cada una de las variables mencionadas constitu-:

ye por si misma un punto de estudio.

Las diferentes técnicas metodoldgicas difieren entre los 31 -
ferentes centros de investigaciédn,

Cabe mencionar que en Iberoamérica no se han reportado estu .- -
dios sobre trasplante de tejido cerebeloso a cerebro.

La segunda etapa de este proyecto consiste en la verificacién

de la viabilidad del tejido trasplantado.

Como una tercera etapa,que se desprende directamente de este-
trabajo y que ulteriormente se realizard,es el estudio de la fun
cionalidad del tejido implantado y su aplicacidn a un modelo -

esperimental de epilepsia.
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METODO

EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Previamente a la ejecucidn de implante de tejido cerebeloso -
. se realizaron varios experimentos y practicas con el objeto de-
adquirir precisidh en cada una de las diferentes fases en que -
se encuentra disefiado este estudio.
1. En primer lugar se seleccionaron ratas adultas Wistar para
disecar bajo microscopio la fosa posterior y obtener familiari-
zacidén con dicha area.

2. Una vez que se logrd realizar el procedimiento quirlirgico-

.en forma adecuada,se prosiguidé con el mismo trabajo con ratas -
recién nacidas.

3. Posteriormente se practicd operacidn cesirea en ratas Wis-
tar a finales del periodo gestacional;exponiéndose los cuernos-
uterinos extrayéndose los fetos ,realizandose la diseccidn de -
la fosa posteri&r.obteniéndose bajo microscopio de diseccién -
tejido cerebeloso.Este mismo procedimiento se efectud finalmen-

te con embriones de 14 dias de gestacidn.

4. Se seleccionaron ratas adultas Wistar que pesaron entre -~
250 gr y 300 gr con las que se practicd la correcta posicidén de

éstas en el instrumento de cirugia estereotdxica,a las cuales -
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se .colocd canula guia dirigida esfereéﬁéxicamente,praéticénddse
lesidn éiectrolitica,inyecténdose como colorante azul de ponta-
mina dentro de la cavidad formada por dicha lesién.Esto es en’ -
nicleo amigdalino,niicleo caudado y ventriculo lateral,todos del
hemisferio cerebral derecho.

Dichas ratas fueron sacrificadas,realizandose perfusidn f
transcardiaca a gravedad, lavindose el cerebro y fijéndolo en -

formol,para hacer posteriormente cortes por congelaclon cznen

dolos.Corroborandose asi la precision del sxtxo lesionado corrx,

giéndose en su caso,mediante la repeticidn de este proqesoﬁlas- =
coordenadas en el instrumento de cirugia escerebtéxica:aéi}comd
las caracteristicas del amperaje y duracidn de la corriente con
la que se hizo la lesidn electrolitica;igualmente se llevaron a
cabo modificaciones de los electrodos usados;de la cdnula quia,
de la canula de microinyeccién;y del tiempo adecuado para rea -~
lizar un implante heterotdpico de tejido cerebeloso;del mismo -

modo se selecciond el tipo de material para que se adecuara de-

manera mas propicia a este fin.

Los detalles técnicos se describiran mas adelante.

5. Se llevaron a efecto diversas prdcticas para. lograr una
optima recoleccidn del material a implantar con mlcrojeringa y—u

su canula de microinyeccidn.
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adultas para adquirir especimenes adecuados y tener mejor cali-
dad en cortes y tinciohes. 7

8. Se obtuvo adiestramiento en el uso del microtomo.

9., Asi como en las técnicas de montaje y tincidn de cortes -~

cerebrales.
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METODO EXPERIMENTAL
PRIMERA ETAPA

FASE A.PREPARACION DEL RECEPTOR

1. se utilizaron ratas machq'wiépg

300 gr.

peso,efectudandose rasurado de la cabeza del an1mal pr si:
gulendo con antisepsia del area. -

3. La rata es posicionada en el instrumento de cxrugza este -
reotéxica de la manera sigquiente:

a. Los lapices son colocados en los conductos audxtlvos.

b. Se sitha el adaptador de rata (sujetador bucal) por de -

trids de los incisivos superiores.

c, El crdneo es inmovilizado por medio de la:hqrqﬁilld del-' .

del adaptador de rata.

4 . Es practicada una incisién medial sagital:de la‘piel,te .

jido celular subcutdneo y galea hasta el pericraneo,sgpa o
rédndose los bordes de la herida quirﬁrgicaviaﬁe;élﬁenté.ée;
identifica Bregma (punto de unidn de los huesos éarietales~
con el frontal).

5. La canula guia es colocada en la torre.estereotixica y se-
sitha en bregma. :

6. Se leen las coordenadas anteré—postebiores y laterales.
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7. Se realiza una suma algebraica con respecto a las coorde -
nddas referidas en el Atlas Estereotdxico del Cerebro de la
Rata (Pellegrino y colaboradores) para lpcaiizar el.sitio ~
blanco,siendo las siguientes coordenadas,gn‘relaciﬁn al. -
atlas para cada uno de los 13 grﬁpos:

a. Ratas a las que se practicéd implahte:enjﬁﬁcled‘amigdali-‘

no derecho.

Antero- Posterior (AP)=:=170":

Lateral

Vertical” .-

‘implante en- nicleo’ caudado’ -

derecho.

“c. Ventriculo lateral-derecho.

AP =-2.8

, L= 1.0
LNV e= 308

Dependiendo estas coordenadas de Bregma en el plano horizontal.

8, Se practican tres agujeros de trépano con fresas,usando’ -~
para tal efecto una pieza de baja velocidad para odontélogo
,haciendo uno de ellos en el sitio por donde se introducira
estereotixicamente la cdnula guia,y otros dos agujeros de -

trépano contralaterales,en los cuales se colocardn tornillos
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invertidos que ayudardn a fijar el acrilico éu» ovilizara

a la canula guia al final de esta fase. '’

9. La duramadre es dejada al descubierto en cada trépano’ lim-

piando los residuos dseos.
10. Los tornillos se colocan en posicidn ihvert;da epidural . --
" mente. :

11. Se realiza apertura de la duramadre en el sit o’de imb}?n;l

tacidén de la cdnula guia.

712. Se-introduce la cdnula gquia de acuerdojcon ias éo;SAé;;da;i
verticales.La que finalmente guedard situada por encims de -
la cavidad realizada por la lesidn electrolitica.

13. A través de la misma canula se introduce el electrodo bi -
polar de acero inoxidable,ya colocado el electrodo,su extre-
mo intraparenquimatoso sobresale de la cdnula guia;su extre-
mo extracraneal posee una marca gque establece un tope con la
cdnula guia y que evita una introduccidén accidental mas pro-
funda.

14. Procedemos entonces a realizar lesidn electrolitica de 2 mA
con una duracién de 10 segundos.Siendo la lesidn resultante-
de aproximadamente 1.5 mm de didmetro. h B

15. Es retirado el electrodo.

16. Posteriormente,a través de la cédnula guia,se'pasa la ‘cénu-
la guia se pasa la canula de microinyeccidn cbn;el;f;n de: -~
calibrarla de acuerdo con las coordenadas Vertical;s;se ﬁar—

ca la longitud correcta y es retirada.
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17. Se deja la cinula guia y ée‘fr

la al igual que a los tofniiio;
18. se introduce el mandril defia
19. Se sutura la piel. i
20. Se marca al animal,

21, Los puntos 13,14 y 15 no se realizan énrel‘ﬁrupo de implan-

te ventricular.

Los animales son aislados y observados en camaras separadas -

hasta su recuperacidn total del ppgqedimiento quiriirgico.Después
son llevados al Bioterio en donde permanecen entre 7 a 10 dias-
al término de los cuales.son sometidos a implante de tejido ce-

rebeloso fetal.



FIGURA 2

14
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FIGURA 2

La cénula guia,con el mandril en su interior es dejada a per-~
manencia por arriba del sitio de lesidn,en este caso el nicleo-

amigdalino.

Abreviaciones:

ABL:. Nicleo amigdalino basal pars lateralis.
ABM: Nicleo amigdalino basal,pars medialis.
ACO: WNicleo amigdalino corticalis.

AME: Nicleo amigdalino medialis.

2T : Zona transicional de la amigdala.

Nota:
Con fines ilustrativos se ha dibujado la colocacidn es -
tereotdxica de la cédnula guia en el hemisferio izquierdo.
Dicho procedimiento se efectud én el hemisferio cerebral

derecho del animal de experimentacidn.
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METODO EXPERIMENTAL
PRIMERA ETAPA

FASE B.PREPARACION DEL DONADOR

EDADES GESTACIONALES

Para llevar a efecto esta fase se separaron ratas:hembras Wis-
tar por mas de 20 dias,cerciorandonos de esta forma que no estu-
vieran prefladas,

En forma individual fueron colocadas en una camara de obser -
vacidén con un macho;se verifica la copulacidn y se corrobora la
presencia de tapdn vaginal.

Tomamos este momento como dia cero de gestacidn (EQ),de igual
manera a como lo han considerado Kromer y colaboradores (44,45)

El dia de nacimiento de los productos de nuestras ratas vario
entre 21 a 23 dias de gestacién (E21 a E23).

Se seleccionaron como donadores a los embriones que se encon-
traban entre los dias 14 y 16 de gestacién (El4 a El6).

Cuando no fué posible realizar el control directo de la copu-
lacidn;se seleccionaron ratas gestantes cuyos productos median-
entre 14 mm a 16 mm ,de acuerdo con la correlacién edad gesta -
cional-longitud coronal caudal reportada por Seiger y Olson,y -

por Kromer,Bjdrklund y Stenevi (44,45,77),{Tabla 11){Fig. 3}
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CORRELACION DE EDAD GESTACIONAL Y
LONGITUD CORONAL-CAUDAL

Dia embrionario | EG -CC No. de ratas:.gestantef
12 : 6-7 mm * : R
13 X - 8-1{mm * 2
140 .. . t2-15mm * ’ 3
A8 {6=17am ¥ 2
16 ' . 16~18mm * S
175 f:j 20-21mm * 2
8 : 24-26mm *%%
19 e 26-30mm *¥%

i Dia de tap6n vaginal equivale a dia embrlonarlo cero (E 0)
2 El namero de productos varié entre 9 y 17 cachorros
* Kromer, Bjorklund y Stenevi

*$xSeiger y Olson

TABLA II



TRASPLANTE HETEROTOPICO DE
CEREBELO

EDAD GESTACIONAL
e}

12 13 14 1 18 17 18 ®
LONGITUD CORONAL-CAUDAL

CORRELACION EDAD-LONGITUD

FIGURA 3.
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OBTENCION DE EMBRIONES DONADORES
La obtencién de los embriones donadores se’efectud-de la mé.f'

nera siguiente:

1. Anestesiamos a la ratavéeséaht
200 mg/kg de .peso. g

nal’y

2. Se rasura la regiénwaﬁdbmx
la regidn., 7

3. Bs realizada operacién cesidrea de la faﬁa q&étahté;expo"-
niéndose ambos cuernos uterinos.

4. Iniciando por los extremos,se extrae cada embrién por se -
parado,teniéndose el cuidado de reincorporar al resto de -
los productos a la cavidad abdominal de la madre,con el fin
de no alterar la circulacién materno-fetal ni la temperatu-
ra a que se encuentran los embriones.

5. El embridn obtenido se coloca en una caja de Petri con so-
lucidn salina a temperatura ambiente.

6. En dicho sitio el embridn es decapitado y la cabeza_.colo -

cada bajo microscopio de diseccidn.
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OBTENCION DE TEJIDO CEREBELOSO

1. Prosegimos disecando la fosa posterior del embridn bajo un
aumento de 10x.Se retiran meninges u otros tejidos adyacen-~
tes al area hasta identificar el esbozo del cerebelo del em-
bridn.

2. En embriones gue se encuentran en El4,el tejido cerebeloso
donador es disecado de la parte lateral del esbozo cerebe -
loso en forma bilateral;en embriones de mayor edad gesta -

cional el tejido se toma cercano a la linea media.

METODO EXPERIMENTAL
PRIMERA ETAPA

FASE C.IMPLANTACION DE TEJIDO CEREBELOSO

1. El tejido cerebeloso a implantar es colocado en una gota -
de-solucidn salina a temperatura ambiente que se ha dispues-

to previamente sobre un portaobjetos.

2. El procedimiento anterior se practica en dos embriones do-



nadores,reuniendo ambos cerebelos eni el portagbjetosien;la-"

forma ya descrita
3, A-continuacidén se corta el tejido cerebéios
mento punzo-cortante fino,disgregdndolo.
4. Medlante aspiracidn y expulsidn repetidas del fgjid

implantar a través de la cdnula de microinyecciéh'cdnectédO'7

mediante un catéter a la microjeringa Hamilton.de 10° micr

cdnula guia.

7. Encontrindose alerta la rata receptbfa}se iﬁtrodﬁce la ca-
nula de microinyeccidén y se inyectan de 5 a 8 microlitros -
del tejido cerebeloso lentamente,en el lapso de 1 a 2 minu-
tos;durante este paso el animal de experimentacidén puede” -
encontrarse en libre movimiento. (Figura 4)

8. Una vez gue se ha terminado de inyectar el m&terial de im-
plantacién,se mantiene la cdnula de microinyeccidn dentro:-:-. -
de la cadnula guia por espacio de 1 a 2 minutos;se retira la
canula de microinyeccidn y se coloca posteriocrmente en su -
lugar nuevamente en mandril de la canula guia.

9. La rata receptora es observada en una jaula individual,y -

una vez que se verifica que no ha sufrido deterioro neuro -



FIGURA 4
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légico es:llevada al bioterio.

(Figuras 5,6,7 'y 8)

METODO EXPERIMENTAL
SEGUNDA ETAPA

HISTOLOGIA

Se intervinieron mas de 50 animalesranth'de'idgfaé;1a§>condi-
ciones iddneas de trasplante, : 7 '

Después de habcrse realizado el trasplante,los animales hués-
pedes fueron sacrificades en diversos'intérQaibs de tiempo ele-
gidos empiricamente para observar el desarrollo del implante.

Finalmente,como grupo piloto,se ecogieron especimenes con 7 a
10 dias.entre la realizacidn de la lesidn y la implantacidn,90-
dias posteriores al implante y con una P* de 83 dias.

* Para lograr una mayor claridad,de acuerdo con el sistema em-
pleado por Wells y McAllister,las edades referidas del tejido -
implantado en este estudio también se anotan de forma tal que -
que la edad del implante al momento del sacrificio del animal -~
receptor,es la que tendria si al donador se le hubiera permiti-
do vivir.En forma convencional se ha considerado que el naci
miento (en promedio 22 dias después de la fertilizacidn) seria-

el dia postnatal 1 (Pl). {90)



FIGURA - 5.

-El animal de. exper1mentac10n ‘se’ encuentra col cado en el Lns—

trumento de estereotaxla se han reallzado 1as trepanac1ones co-

rrespondlentes,introduc1do la canula gu ary efectuada la lesxon

elecrrol;tlca En esta 1magen se 1lustra la callbra01on de la -

cénula de mlcr01nye0016n,la cual es pasada a traves de la canu— ‘7

la gula;observense los tornlllos 1nvert1dos contralaterales.
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FIGURA 6

Obtencidn de productos de-14 a 16:dias: de.gestacion. = =



FIGURA 7

FIGURA 8
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FIGURA 7

La rata es preparada para recibir el implante;la‘cénuléaguiq?

tiene ain colocado su mandril (flecha).
El implante -se encuentra en una gota de sdluéion-,alinabﬁpbre
un portaobjetos (punta de flecha). R
Se observa el equipo de microinyecciéﬁ:M{é}pjé;ingé Hamilté
conectada a la canula de microinyecciéniﬁediénte‘uéi

polietileno.

FIGURA 8

Se ha retirado el mandril de la cdnula guia.Se ha introducido
la canula de microinyeccién en la canula guia (flecha) y se im-

planta el tejido cerebeloso embrionario.
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PREPARACION DEL CEREBRO RECEPTOR PARA HISTOLOGIA

Los animales elegidos. fueron aneétesiados en-la forma. anotada
con anterioridad,y se les practicd perfusidn transcardiaca con-
un sistema a gravedad.

Una vez efectuada la craniectomia a la rata de experimentacién
se extrajo el cerebro;el cual se £ij6 en formol al 10%,

Posteriormente se practicaron cortes por congelacién con un -

grosor de 80 micras.

TINCION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

A los cortes por congelacidén se les hizo tincién de Nissl con
violeta de cresilo,

Esta es la técnica usada clasicamente por los investigadores-
en la ayuda de localizacidn de electrodos y/o lesiones.Hay un -
niimero considerable de tinciones satisfactorias de cresilo,esta
es una combinacidn reportada con buenos resultados,y es ademas-

la técnica con que inicialmente preparan,por lo general sus -

cortes cerebrales los investigadores en esta rama de las neuro-
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ciencias.,

TECNICA DE TINCION

La tincidn se efectudé de la siguiente manera:

v;racjeiil;vjbiéta acetato - 2 gr
Agua ‘destilada - 1000 ml
C0.283°

Procedimiento:

Secciones por congelacidn (montadas)- *:

1. Alcohol 70%
2. Alcohol 80%
3, Alcohol 95%

4. Agua destilada

s, Tincidn

6, Alcohol 95%

~

Alcohol 95%
8. Alcohol 95% mds 25

gotas de ac. acético



al 10%/200 ml de - 62

alcohol absoluto cereseeeee a diferentes tiempos
9. Alcohol absoluto R RR R L J2=3 min
10, Alcohol absoluto Ceieveaeee “2-3"min

11. xilol e e 203 min

12. Xilol e 2-3 min
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RESULTADOS

"Allf esta nuestro resultado y fue
un analisis muy pequefioc de un tra-~
bajo bien ejecutado.

A.C. Doyle



6 .RESULTADOS

Los cortes histoldgicos fueron realizados a los 90 dias de -
haberse implantado tejido cerebelosoc en los nlicleos amigdalino-
y -caudado.

En cuanto a los animales implantados en el sistema ventricu -
lar,al no ser concluyentes afin los resultades se discutirdn en-
una comunicacién posterior.

De acuerdo con la informacién vertida en padginas precedentes,
y de igual manera a como lo han descrito algunos investigadores
en relacidn al trasplante de tejido cerebeloso en forma hetero-
topica podemos decir que:

La interpretacidn de la citoarquitectura fetal es dificil en-
tejido trasplantado a causa de que se desconoce la extensidn -
del primordio cerebeloso gue se obtuvo para ser implantado,asi-
como por el método de homogeneizacidn empleado.

Debido al gradiente posterolateral a anteromedial en la madu-
racidn cerebelosa normal,la diseccidn regional y/o la implanta-
cidn de tejido desorientado del cerebelo fetal,hace que la iden-
tificacibén precisa de las etapas tempranas de desarrollo sea ca-
si imposible. '

Este problema es incrementado por la apariencia similar de -

las células de Purkinje y de los neuroblastos de los niicleos -
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profundos.,

Lo anterior sin contar con la posible contaminacién con teji-
do conectivo tomado accidentalmente durante el procedimiento de
diseccidn del tejido fetal o su desarrollo a partir de capila -~

- res en desarrollo del propio huésped.

Ademis es lamentable no contar con estudiosvprevios de tras -

plante de tejido cerebelosc a las dreas elegidas por nosotros,-

de forma que pudieramos comparar nuestros resultados.
DESCRIPCION MICROSCOPICA

Los implantes tienen forma lobulada,situados en el lugar pre-
visto (nicleo amigdalino y nlcleo caudado)

Presentan un limite con el tejido nervioso vecino formado en--
algunos sitios por macrdfagos cargados de pigmento hematico } -
restos de hemoglobina. |

No hay reaccién fibrosa limitante y llama'la“atencién que:no-

existe gliosis . LSRG

encontrindose este Gltimo en intimo contacto con el»tejido‘ady

cente.

Existen miltiples vasos capilares neoformados en el limite del

implante,observindose igualmente en su interior.(Figura 9)
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Es notable que no es posible reconocer en el interior del im-
plante células completamente desarrolladas,existiendo,sin embar-
go tendencia a la maduracidn con diferenciacidn morfoldgica-fun-
cional.

Bisicamente hay un patrdn heterogéneo celular,encontrindose -
dreas con concentraciones de un determinado tipo celular con -
otras dreas en que éstas se encuentran mezcladas.

Tres tipos celulares fueron identificados primordialmente.

El tipo celular predominante correspondid a las cé&lulas de -
menor tamafio y mds obscuras,que posiblemente correspondan a.cé-
lulas de la capa granulosa.

En predominancia,el siguiente tipo celular,de tamafio mediano-
semejan a cé&lulas de la capa molecular.

Se identificaron neuronas mas grandes,algunas de ellas con ni-
cleo grande y transparente,con abundante soma,algunas con bordes
irregulares y cono citopldsmico triangular gque pudieran corres-
ponder a células de Purkinje. (Figuras 10 y 11}

Por otra parte no se observd tejido necrdtico en el interior-
del implante,sin embargo se observaron algunos fibroblastos in-

vadiendo pequeiias dreas del implante. (Figura 12)
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" FIGURA 9.

FIGURA 10.




68

FIGURA 3.

Implante de tejido cerebeloso embrionario a niicleo amigdalino

de forma lobulada,presenta un limite con el tejido nervioso -
vecino formado en algunos sitios por macrdfagos cargados de -

pigmento hemdtico (punta de flecha).No existe gliosis.Se obser-
van capilares neoformados en el limite del implante,asi como en

su interior (flechas). 10 x

FIGURA 10,

Las células mas numerosas son las mds pequefias y obscuras,po-
siblemente correspondan a células de la capa granulosa (flechas
dobles}.En predominancia el siquiente tipo celular,de tamafio -~
mediano pudieran ser células de la capa molecular en desarrollo
(flecha).Las células de mayor tamaiiade soma abundante,nlicleo -
grande y cono citopldsmico triangular pudieran corresponder a -

células de Purkinje (punta de flecha). 25 x



FIGURA 11.

FIGURA 12,
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- FIGURA 11,

_Probables células de Purkinje 'a-un mayor aumento (63°x).

FIGURA 12.

Se observaron algunos fibroblasﬁos'invadiendo'pequeﬁas areas-

del implante (flecha).
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DISCUS ION

"No desesperes ni siquiera por el
hecho de que no desesperas. Cuando
todo parece terminado,surgen nue-
fuerzas.Esto signiflca que vives."

Franz Kafka
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7 PISCUSION

Se ha demostrado que el tejido embrionario y neonatal tempra-
no puede sobrevivir implantado en la camara anterior del ojo -~
(35,77,93,94) ,en el cerebro de mamiferos neonatales y jovenes -
(17.47,52,39) y en el cerebro de mamiferos adultos (31,45,81).

A partir de estos estudios es evidente que el tejido neural -
embrionario de pricticamente todas las regiones del neuroaxis -
pueden sobrevivir el trasplante,pero que el tamafio final y el -
grado de diferenciacidn del tejido puede estar influido por di=-
versos factores relacionados con el procedimiento de trasplante

Ha sido reportado que la supervivencia y el tamafio final del-
implante se encuentra relacionado directamente con la edad del
animal donador (19,31,63,77).

Los tejidos fetales de poca edad de gestacidn que contienen -
neurcepitelio mds indiferenciado producen un volumen mayor de -
implante

También ha sido reportado gque la localizacifn del implante -
dentro del huésped y la edad del huésped tienen algiin efecto en
el tamafio final del implante (31,81).

Estudios de la organizacidn citoarquitecténica de implantes ~
con un largo tiempo de supervivencia en el cerebro sugieren qﬁe

la organizacidn celular puede ser afectada por: 1. la disrrup -
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cidn mecdnica del tejido durante el trasplante (39,45).

+2. variaciones en el procedimiento de diseccibn,el tamafio ori-~
ginal del tejido y muerte celular dentro del implante (39,45,81).
y 3. la pérdida de factores extrinsecos especificos,tales como-
aferentes especificas (17,80,93),4. otro posible factor gue in-
fluiria el desarrollo postimplantacién de la organizacidn intrin-
seca de los implantes embrionarios es la edad gestacional ael -

feto donador al momento del trasplante (17,44,80). {(Figura 13)

CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

La informacidn anterior subraya la importancia que tiene el -
disefio experimental.

Nosotros hemos empleado como receptores ratas adultas macho -
Wistar entre 250 gr y 300 gr.Se han usado ratas Long-Evans y so-
bre todo ratas Sprague Dawley para los estudios de trasplante -
neural.

No parece ser este un factor importante pero cabe mencionarlo.

Se ha preferido que las ratas huésped sean machos con el fin-
de restringir factores hormonales que pudieran interferir en el
implante.

Serd de utilidad en estudios ulteriores el emplear como recep-
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TRASPLANTE HETEROTOPICO DE
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tores ratas de la misma camada de las que se pueden formar dis-

tintos subgrupos de acuerdo con el momento elegido para su sa -

crificio,de manera que las variables de edad y peso de los hués-
pedes se estandaricen,

Asimismo se pueden tener grupos de receptores aiin en desarro-
1lo,lo guée podria facilitar la aceptacidn del implante.

Los donadores que usamos tenian de 14 a 16 dias de gestacida.
Una correccién al respecto serd la obtencidn de productos Gni -
camente de 14 dias de gestacidn.

Se tendran grupos de por lo menos 5 especimenes trasplantados
de cada subgrupo.

Descripciones de una amplie variedad de técnicas usadas para-
implantar tejido en el cerebro pueden ser encontradas en la li-
teratura.

El abordaje mas simple y el que fué inicialmente usado consis-
te en imsertar un injerto directamente en una hendidura hecha ~
con pinzas finas o con instrumentos similares.Esta técnica fué-
usada con pobtes resultados por Saltykow {1905) y del Conte -
(1907) en receptores adultos,y con resultados mids positivos por
Ranson (1914),Tidd (1932} y por Das y Altman (1971,1972) en ra-
tas en desarrollo.

Una. variante de esta técnica.la cual da considerablemente me-
jor control sobre la colocacitn del trasplante y que permite el

uso de piezas grandes de tejido,es colocar el tejido en una ca-

vidad preparada quirirgicamente.Esta fud empleada inicialmente-
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nespxnal seccxonada prlnclpalmente para_trasplant

de nervxo pérlferxco‘- Sugar y Gerard (1940), Kao,etnél (1976,12;
70) Posterio:mente fué adoptada para trasplantes de tejido neu-
'ral en areas corticales por Stenevi et al (1976,1980) én- el ge~i
rebro de la rata adulta,y por Lewis y Cotman (1980,1983) y Gra-
ziadei y Kaplan (1980) er animales neonatales.La principal ven-:
taja.de este procedimiento es que la supervivencia del -implante
puede ser grandemente incrementada preparando la cavidad en una

superficie ricamente vascularizada (por ejemplo la pia en la su

perficie coroidal) que puede servir como "lecho de cultivo;”paré
el implante(Stenevi,1976;Mollgaar,1978)

Para dreas en las cuales no es posible tener tal superficie,-
Stenevi (1980) y Bjorklund (1980} disefaron un procedimiento en
dos etapas: Una cavidad es hecha inicialmente con una pipeta de
succidn y la herida es cerrada.Después de 4 a 6 semanas,cuando-
una pia nueva y ricamente vascularizada ha crecido sobre las su-
perficies de la cavidad,ésta es abierta,limpiada y el trasplante
insertado.Las observaciones hechas con esta técnica enfatizan -
la importancia de gque los implantes obtengan una répida y efi -
ciente revascularizacidn,particularmente cuando se trabaja con-
trasplantes de tejido neural en receptores adultos.

La inyeccidn de piezas de tejido por medio de una jeringa ha-
sido usada de diferentes maneras.Esta técnica fué probablemente

usada por primera vez por Le Gros Clark (1940).Mas recientemente
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este abordaje ha sido ‘perfeccionado y usado con excelentes re -~

sultados por Das y colaboradores (1974,1980).

Una variaci6n especial de este método fué introducido por‘Ro-
senstein y Brightman (1978,1979),siendo colocado el trasplante-
en los ventriculos cerebrales.

El tejido implantado en dicho sitio puede sobrevivir bien,sin
embargo se requiere que el ependima sea daflado para que el imp-
plante pueda fusionarse con el tejido adyacente y el injerto -
pueda lograr un buen volumen e interconexiones mas extensas.

Ma: recientemente Bjdérklund (1980,1983) y colaboradores,intro-
dujeron una técnica en la cual es posible implantar neuronas -
centrales embrionarias en forma de una suspencidn celular diso-
ciada.En este método,tejido embrionario es triptinizado y meca-
nicamente disociado en una suspencidén celular lechosa,Pequefios-
volumenes (1 a 5 microlitros) son inyectados estereotdxicamente
en el sitio deseado del cerebro por medio de una jeringa Hamil-
ton de 10 microlitros. (Figura 14)

Como puede verse,la técnica por nosotros empleada,es una com-
binaciéﬁ de varios procedimientos previos,en el sentido de que-
utilizamos instrumento de estereotaxia para inyectar tejido ho-
mogeneizado en una cavidad.

La diferencia estriba en que la cavidad es realizada por medio
de una lesidén electrolitica (técnica usada en otros laboratorios
mexicanos),prefiriendo no tener una cubierta pial ya que ésta -

pudiera impedir el libre paso de de terminaciones nerviosas -
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‘entre - el implante y €1 huésped y esperando que factores de cre-
,cimiento neuronal ayuden a la sobrevida del implante {(existe un
vlapso de 7 a 10 dias entre la lesidn y la implantacidn) } qde'- i
para estas fechas seguramente se haya establecido nueva vascu -
larizacidn en las paredes de la cavidad.

Dejamos a permanenecia la cdnula guia,que queda’ por encima de
dicha cavidad y que no interferird por lo tanto con el creci -
miento del implante.Aunque desconocemos que importancia pueda -
tener el gue sea un cuerpo extrafio.

En realidad se realiza un tiempo quirlirgico (colocacidn estero-
taxica de la cdnula guia y realizacidn de la lesidn electroli -
tica),ya que la microinyeccidn del tejido a implantar,se efectia
retirando el mandril de la cdnula guia,encontrindose el animal-
de experimentacidn alerta,a diferencia de otros procedimientos-
de dos tiempos quirirgicos. (Figura 15)

Ya gue existe poca experiencia en trasplantes intraparenquima-
tosos se hardn varios controles para poder comparar esta técni-
ca,a saber: )

1. Implantes de tejido cerebeloso a neocorteza con el fin de-
obtener mayor familizarizacidn con el tejido fetal en de -
sarrollo y su interaccidn ccn el huésped.

2. Implantes con menor cantidad de tejido a los sitios gque he-
mos manejado pero sin realizar lesién previa.

3. También como control y con fines de estandarizacidn de la-

técnica de pueden realizar implantes ortotdpicos nficleo amigda-
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lino-niicleo amigdalino.

4, Se continuardn los experimentos con la implantacidn a sis-
tema veﬁtricular.siendo importante lograr el implante en es-
te sitio ya que el tejido implantado,al quedar en el siste-
ma ventricular,serad bafiado por LCR,que puede ser un medio -
nutricio suficiente para cl implante en los primeros dias -
postimplantacidn hasta que,a través de la capa ependimaria-
dafiada,sea establecida nueva vascularizacidn y el implante-
pueda fusionarse con el tejido cerebral adyacente,y en caso
de ser funcional pueda posiblemente liberar neurotransmiso-
res hacia las cavidades ventriculares y sean ampliamente di-

fundidos con la circulacidn del LCR.

5. Otras posibilidades son el empleo devcélulas cultivadas -~
para implantarlas;el uso previo de tripsina o sustancias -
similares en el tejido a implantar,la deaferentacidn anaté-
témica o quimica,el empleo de factores de crecimiento neu -
ronal,uso de ciclosporina,etc., (12,48,87)

En relacidn a la técnica de obtencidn de tejido embrionario ,
sugerimos la utilizacidn de un microscopio de diseccidén de ma -
yores posibilidades,asi comoc instrumental de microcirugia,lo gue
facilitaria enormemente la diseccion de tejido fetal.

Otras modificaciones que podrian realizarse son la esteriliza-
cibn completa del material (nosotros esterilizamos la cdnula -

guia y su mandril).
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Tambi&n puede utilizarse medio de cultivo tisﬁlafrlibfe de

suero {Hanks F-10,GIBCO,etc.) manteniéndolo-en hielo durénte»el .
procedimiento de diseccidon de los embriones.
El proceso de per f&iédn transcardiaca del animal de expérimen7’ H

tacidn,cuando es realizado por medio de la gravedad es bueno en-

contrdndose el animal anestesiado,aprovechando el latido cardi

co.En otras condiciones quizds el método adecuado sea la util;-v

zacién de una bomba de perfusidn continua.

Los cortes por congelacidén han representado una gran ayuda

durante el desarrollo de la presente tecnlca,Slendo indlkp

bles en la fase de verificacidn de la correcta locallzacio

los sitios lesionados y presenta la ventaja de la«obServacién

rapida del implante.

Sin embargo,los artefactos propios de esta forma de corte, ‘-

aunados a la capacidad de nuestro microtomo disminuye lasvposi—
bilidades de observacion microscdpica.

Iguales consideraciones podemos hacer de la tincidn de Nissi;‘
con violeta de cresilo.

Los hallazgos histoldgicos mostraron viabilidad del tej;do im~'
plantado,en el que se observd tendencia a la maduracidn con di-
ferenciacién morfolégica-funcional.Existiendo pérdida de’la ci;
toarquitectura,probablemente en relacién a los procedimientos -
de maneijo del tejido embrionario;aunque también sc ha descrito-

cierto retraso en el desarrollo y maduracidn de células de la -
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corteza cerebelosa y disposicidn cigqapqqitecténiéa,anérmal en-
sitios profundos de teji&o cerebéloép ehbrionérlo'impiantadds a
neocorteza. RARRE _‘

Fué también notoria la vascularizacién periféfica y dentro -
del implante,que de acuerdo con algunos autores procede del teji
do cerebral del huésped.

En forma indirecta podemos suponer la viabilidad del tejido -
implantado,por ejemplo se han descrito fracasos en la implanta-
cidn heterotdpica a cavidades realizadas en cerebros de ratas -
en los gque después de 6 meses de efectuado el procedimiento se-
encontraron vacian a excepcidén de algo de tejido conectivo en -~
su interior.

Son necesarias otro tipo de preparaciones histolégicas con el
fin de lograr una mejor identificacidn celular incluyendo sus -
componentes ultraestructurales y sus condiciones sindpticas,asi
como las conexiones existentes entre el huésped y el implante y
de esta manera profundizar en el conocimiento de las posibili -
dades de viabilidad,desarrolle.diferenciacidn y funcionalidad -~
del implante.Bs decir,se requieren modificaciones en las técni-
cas de preparacion de los cerebros a estudiar,inclusiones en -~
parafina,tinciones argénticas,estudios de degeneracidn anterd -
grada de conectividad aferente y eferepte,empleo de trazadorss,
observaciones de microscopia electrdnica,etc.

Enconl:rindose actualmente en proceso algunas de estas técnicas.
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Una vez estandarizado plenanente el modelo que se propone,se-
valorarad en estudios ultariores su aplicacién a modelos experi-
mentales de epilepsia;pudiendo usarse para tal efecto al penti-
lenetetrazol,toxina tetdnica o al kindling,valorandose diferen~
tes aspectos de la aplicacidn del implante de tejido cerebeloso
embrionario en estudio y conkrol de esta patologia.

(41,43,49,51,58)
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CONCLUS IONES: .

"No-es cierto que sin la clencia nues-
tro futuro sea’ inclerto, simplemente
s#in ella no tenemos futuro."

Ruy Pérez Tamayo
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§ . CONCLUSIONES

1. Se desarrolld un sistema propio y original de trasplante -
neural heterotdpico en este laboratorio consistente en:
a. Colocacidn de una cdnula guia,dirigida estereotéxicamen-
te la sitio a implantar,la cual es dejada permanentemente
en el receptor.

b. A través de dicha cénula se introduce un electrodo para-

efectuar lesidn electrolitica.

c. Con el mismo sistema se introduce una cdnula de microin-
yeccidn con la gue se implanta el tejido cerebeloso fetal
obtenido con técnicas microquirfirgicas,

2. Se ha logrado el implante de tejido cerebeloso en los si -
tios elegidos,corrobordndose microscdpicamente su viabili -
dad,la continuacidn en el desarrollo y la diferenciacidn de
de las células cerebelosas fetales;y posiblemente la inter
accidén del implante con el tejido cerebral receptor median-
te sinaptogénesis del tejido en desarrollo con el tejido -~
maduro.

Este tipo de método no ha sido reportado con anterioridad en-

la literatura en relacidn a trasplante neural.

Este tipo de modelo presenta las ventajas siguientes:

a. En relacidn al cultivo de neuronas y al implante intraocu-
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1ar,permite el estudio de interacciones entre eleﬁgntos o
neurales embrionarios y maduros,y provée un’medio mis fi -
sioldgico para el crecimiento de tejido gmbfionarid;

b. En relacibén a otros métodos de trasplanté intracerebral, -
requiere una sola intervencibén quirirgica al receptci,dis -
minuyendo el tiempo quirfirgico,y con ello mo;bi-Mort;lLdad,/
aumentando las posibilidades de éxito en el trasplante,

c. El trasplante se realiza encontrandose el receptor alerta.

d. La implantacidon puede ser a sitios profundos.

e. El implante es colocado en un sitio preciso.

f. Pueden introducirse electrodos,o sistemas de tipo "push -
pull",para estudios especificos directamente al sitio im -
plantado,con la posibilidad de dejarlos a permanencia.

g. Es factible realizar implantacidén de electrodos u otros -

instrumentos a sitios diferentes del trasplantado simulta
neamente.

h. Esta técnica tiene la ventaja potencial de permitir diso -
ciacidén énzimdtico del tejido a implantar,puede ser contada

la densidad celular en la suspencidn;las células pueden ser

manipuladas,mezcladas o cultivadas antes del implante.

i, La utilidad de este método va mds alld del implante neural
intracerebral,por ejemplo en este laboratorio en combinacidén
con el servicio de Neurocirugia,se ha lqgrado el trasplante
de médula suprarrenal a nicleo caudado y se estudia el im -

" plante de células tumorales del SNC a ratas Wistar.

(34,35,63,64) (69,75,84,89,91,93,94)
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Este es el primer paso que damos en el complejo campo de los-
trasplantes neurales,se deben realizar correcciones e incremen-
tar el nimero de observaciones,pero esperamos que la experien
cia de este trabajo aporte una base para quienes se encuentren
interesados en esta fascinante drea de las neurociencias y que-
en un futuro sirvan estos conocimientos para bien de la Humani-

dad,



89

BIBLIOGRAFIA

"Conocor mis métodos. Aplicalos y
serd instructivo que compares los
resul tados."

A.C. Doyle



- 90

9 BIBLIOGRAF 1A

1.

w

o

-

Adams,J.H., Coraellls‘J A N.. Duchen.L (Edsr) Greenfield 8

Neuropathology. Arnold London.1984-,

Aguilar.,R. Trasplapte Neutonal, lnvastikﬁcléﬁ‘BAQLESVXL'—
Perspectivas Clinicas. Rev.Med.IMSS(Méx) 26:255-259, 1988,
Altman,J. Autoradiographic ‘and histolorical siudles‘of'- -
postnatai neurogenesis Il1.Dating the time of production‘and‘
onset of differentiation of cerebellar microneurons invrets
i. Comp. Neurol. 136:269-294.1969.

Alvarado,R., Sotelo,C. Differentiation of Cerebellar Anlaze‘
Heterotoplically Transpianted (o Adult Rat Brain: A light

and Electron Microscopic Study. The Jour. Comp, Neur.
212:247-267,1982.

Anagnostopoulus,J., Knoth,R., Duffner.T., Klein,P., Volk,B.
Vascularization of Fetal Cerebellar Tisue Transplanted into
Striatum of Adult Rats. Stroke and Microcirculation,

Raven Press.New York,1987.

Arendash,G.. Gorski,R. Enhancement of Sexual Behavior In -
Female Rats by Neonatal Transplantatlion of B(alntilssua -=

from Males. Sclence 217:1276-1278,1982.

Backlund,E., Grankarg.P., Hamberger,B., ot al

tion of Adrenal Medullary Tissue . to. Stristum
Parkinsonism. J. Neurosurg. 62:169-173,1985.
Benfey,M., Aguayo,A. Extensive Elongation or Axons from Rat‘

Brain into Peripheral Nerve Grafts. Nnturo 2963 |50-152.1982-



9.

L 91

Bjayklund;A.. Dunnet.S., Stenevi.U., Lewis.M. ﬁeinnérVa-- ,7
tions-of the Dennervated Striatum by Substantia‘ﬂlgra
Trasplants: Functional Consequences as revealed by Pharma-
cologycal and Sensorimolor Testing. Braiﬁ Reaenrchvl99:
307-333,1980. ;

Bjurklund,A., Stenevi,U., Dunnet,B., Gage.F. Cross-Speclies
Neuralgrafllnﬁ in a Rat Model of Parkinson's disease.

Nature 298:652-654.1?82.

BJorklund.A., Stenevl.U., [ntracerebral Neural Impléhﬁs;
Neuronal Replacement and Reconstruction of Démééé‘cl;éU;t: :

ries. Ann.Rev.Neurosci. 7:279-308,1984.

Brundin,P., Nilsso),0., Gage.F.,BJérklund,A.-Clclosporin
A increases Survival of Cross-Specles - lntrastr ata

of Embryonic Dopamine-containing neurons. Exp. Braln

60:204-208,1985.

Buzsakl,G., Ponomarreff,G., Bayardo,F., Shaw.

Suppresion and Induction of Eplleptic Activlty by Neuronel v

Grafts. Proc.Natl.Arcad.Sci.USA 85: 9327 9330 1988 B
Cooper,J.R. The Biochemical Basis of Neuropharmacology.
New York, Oxford, 1982.

Cooper.l., Amin,l., Riklan,M., Waltz,J. Chronic Cerebellar
Stimulation in Epilepsy. Arch. Neurol. 33:559-638,1976.

Cooper.,i., Upton,A. Use of Chronic Cerebellar Stimulation

“for Dlsorders of Dishinibition. The Lancet 18:595-599,1978

Das.G. Differentiation of Dendrites in the Transplanted -
Neurblasts in the Mammalian Brain.Adv.Neurol.12:181-199,

1975.



192

18. Das.G..,Evtraperenchymal Neura Trnnspinnté‘Thgir‘éftdlbﬂ&ﬁ

,135-145 1980.'

" 20, Druckor.R.. Agullar.R..~

Recovery of Lesioned Rats.

21. Dunnet,S., BJbrklund,A., SiéhBVL*U Grafts orga

Amellfiorate Sensorimotor meairmentn and Aklnes asin.|
with 6-OHDA lesions of the Nigrostratial pathway. Braln
Roscarch 229:209-217,1981. ' L

22. Freed.W., Ko,G. Normallzation of Splroperldol'Hinalhg in

the Dennervated Rat Striatum by Homologous Greftélof‘ﬁdbn

tantia Nigra. Science 20:937-Y39,1983.
23. Freed.V., Medinaceli.L., Wyalt,R. Promoting Functional <-
Plasticity in the Damaged Nervous System. Scléncerzf?51534
1552, 1985. e
24. Freed,%., Karoum,F., Spoor,E., Morisha,J. Catecholamine --
Content of Intrucerebral Adrenal Medulla urafts. Brain kes
.269:184-189,1983.
2%, . Freed,W., Perlow,M., Karoum,F., Seiger,A., Olson,L. Resto-
' ratlon of Dopaminergic Function by Grafting of Futal Rat
Substantia Nigra to the Caudate Nucleus:Long-Term Behavior
al.Biochemical and Histochemical Studies.Ann Neurol.8:510-
§19,1980.



26

27

28

29

30

3l

32

33

34

‘93

Gage,F., BJﬁrkiuﬁd.A;YJSﬁehevi.U. Intrahippocampal Septal
Grafts Amell;orpionga:nlng'lmpuirment In Aged Rats.
Sclence 225:533-536,1984.

Glbson,M., KrIegé??b}. Charlton,H. Mating and Pregnancy
can 6ccuyiihrceh§ilcally Hypogonadel Mice with Preoptlc’ -
Area Brpin;GraIfs} Sclence 225:949-951,1984. '
Gilman,S., DAdth.w.; Tennyson,V., Kremzner,L. Chronlc Cere
bellar Stimulation in the Monkey. Arch-Neurbl.3224?4-476.’
1975, e
Haines,D. Zonoé in the Cerebellar Corték.ATheiy'organiza--
tion and potentialbrelevance to cerébéi;art;tiﬁﬁlaiioh.
Hallas,B., Das.G. Transplantatidn}qflﬁ;élhfIlssﬁé in’ the
Brain of‘the rat-I1.Growth ¢haraciefl§tf§s of neocortical
Tfansplants in hosté of Different Agés.\Am J Anat 158:147-
160,1980. ' ‘ '

Hallas,B., Oblinger.M., Das,0. Heterotopic neural trans-
plants in the cerebellum of the Rat:thelr afferents.

Brain Research 196:242-246,1980.

Hammond,E., Wilder.,B., Gamma-Vinyl GABA: A new antiepilep-
tic Drug. Clin.Neuropharmacol. 8:1-12,1985.

Harvey,A., Lund,R. Transplantation of Tectal Tissue in

Rats [I.Distribution of Host Neurons Which Project fo.f

Transplant. The Journ of Comp Neurol 202:505-520:19@1.
Hendelman,W., Aggerwal.A. The Purkinje Neuron.yl{AfcﬁlgL
on its Development in the Mouse and in Culture. '!J.;éomp. e

Neurol. 193:1063~1080,1980.



94

Maturatlion of Cerebellar Cortax 1n
79:165-184,1974. -
36. 1to, N. The Cerebellum and Neurélydéhtf Raven Pfésk.
New York.1984. i
37. Jaeger,C., Lund.R. Transplantation of‘Embryonic Occlpllﬁi-{
Cortex to the Brain of Newborn Rat57

Study of Transplant Histogenesis. Ekﬁ. r

338-342,1980.

Jaeger,C.. Lund, R. Efferent fibers from. Lransplnnted cere'

38.
bellar Cortex of Rats. Brain Research {05: 338 342.1979.
39. Jaeger,C., Lund.R., Transplantation of Embryonic Occipitai

Cortex to the tectal region of Newborn Rats:. A-llght:-
Microscopic Study of Organization and Connactivity of‘the
Transplants. The Journ. of Comp. Neurol. 194:571-597,1980.

40. Jonnum, J. Pharmacology c¢f GABA neurons. En:H.Y.Meltzer
{Ed. )Psychopharmacology.The Third Generation of Progress.
Raven Press, New York. {987,pp.173-182.

41. Joy,R., Albertson,T., Stark,L. An Analysis of the Actlions
of Progablide, a Specific GABA Receptor Agonist,on Kindling
and Kindled Selzures. Exp. Neurol. 83:144-155,1984.

42. Kolata,G. Grafts Correct Brain Damage. Science 2[7:345;
344,1982.

43. Krall.R., Penry.J., White,B., Kupferberg.H.. Swinyard.E.
Antleplleptic Drug Development: Il. Anticonvulsivant .Drug

Screening. Epilepsia 19:409-428,1978.



L6l

(e

46.

48

49

52.

53.

-Le Gros c1ark. w. Neuronal difrerentiation

95

Kromer.L., BJ6rklund, A., Stenevi,U. lntracephal]c E bryo-lg -

nic Neural implants In the Adult Rai Bratn: l Growth and -~

Mature Organization.of Hralnstem. Cerebellur and it!

204:1117- 1119 l979.

Labre,R... Firl. LY .vMufson.E.. Sta
plants: Reductlon of Cognltive Deficits

tal CorCe\ Lesions. Sclencu 221 470,47

Foetal cortical tissue. J. Neurol. Puyq. 3:263- “272,1840.

‘Leviy R. The Nerve Growth Factor 35 Yéarq:Later. Sclence
S237¢1154-1161,1987. -

~Loscher ,W., Schwark,W. Evaluation of Differenl GABA recep-

tor Agonlsts In the Kindled Amygdala Seizure Model In Rata
Experim. Neurol. 8$9:454-460,1985.

Loscher,W., Czuczwar,S., Jéckel,R., Schwartz,M. Effect of
Mtcroinjections of -Vinyl GABA or lsoniazid into Substan
tla Nigra on the Development of Amygdala Kindling in Rats.
Exper. Neuroi. 95:622-638,1987.

Léscher, W., Schwark,¥. Evidence for Impalred GABAerglic
activity In the Substantia Nigra of Amlgdaloid Kindled
Rats. Braln Research 339:146-150,1985.

Lund,R., Hauschka,S. Transplanted Neural Tissue Develops
Connections with Host Rat Brain.Sclence:(93:582-584,1976.

Lund,R., Harvey,A. Transplantation of Tectal Tissue ln’



54.

§5.

56.

57

58.

59.

60.

96

Rets. l Organizatlon of Transplants and Pattern or

The Journ of

Comp. Neurol.

201.191-209.;931.
Madrazo,!., Drucker,R., Diaz V., Torrea.c.
Open Microsurgical Autograft of Adrenal Medulla to the - --
Right Caudate Nucleus 1n Two Patients with Intrgctuble Par
kinson disease. The qu Eng Jour"of Med151§¥831-834;1987.
Maiti,A., Snider,R. Cerebellar Control of Bésal Forebrain
Seizures: Amygdala and Hippocambué- Epllepsia'l&;ﬁZl-Sss.
1975.

Matzuk,M., Saper, C. Preservatioﬁ of Hypothalamic Dopami--
nergic Neurons in Perk;nson'Diseasé. Ann Neurol. 18:522-
555,1985. '

Maynert, E., Kaji,H, On the Relatlonship of Brain amlno
butiric acid to Convulsions. J. Pharmacol. Exp Thers 133:
114-121,1962.

Mc Namara,J. Role of the Neurotransmitters in selure me--
chanisms In the Kindling Model of Epilepsy. fed. Proceed.
43:2516-2520,1984.

Myone,Y. Reciprocal TRansplantations between the optic
Tectum and the Cerebellum in Adult Goldfish. J. Physlol.
288:211~228,1979.

Oblinger .M., Das,G. Connectivity of Neural Transplants in
Adult Rats: Analysls of Afferents and Efferents of Neocor-
tical Transplants in the Cerebellar Hemisphere. Brain Res

249:31-49,1982.



62.

63

64.

65.

66

67

68.

69.

70.

11.

S97.

Brain Research 189:228-232,1980.

Olsen.R., Snowman,A.., Lee,R., Lomax,P. Rolé'offth

butyric Acld Receptor-lonophore quplex in Séizbré[biéor--

ders. Ann Neurol. 16(Suppl):590-597,1984." :
Olson,L., Freedman,L.. Selger,A., Hoffer,B: Eleé:rophysio
logy and Citology of Hippocampal Forma;ioﬁ Transplants in
the Anterior Chamber of the Eye. l.Intrinsec.Organizatlon.
Brain Research 119:87-106,1977. :

Oorschot, D., Jones,D. Non-Neuronal Cell Proliferation in
Tigsue Culture:Implications for Axonal Regeneration in the
Central Nervous System. Brain Res. 368:49-61,1986.
Palay,S., Chan-Palay,V. Cerebellar Cortex. Springer, New
York,1974. '
Palkovitz,M., Brownstein,M. Maps and guide to Microdisec--
tion of the Rat Brain. Elsevier, New York.1987.
Pellegrino.L.J. A Stereotaxic Atlas of the Rat Brain.
Plenum Press. New York, 1979.

Perllow.M., Freed,¥., Barry,H. Seiger,A. Brain Grafts Re-
duce Motor Abnormalities Produced by Destruction of Nigros
triatal Dopamine System. Sclence 204:643-647,1979.
Racine,R. Kindling: The First Decade.Neurosurg.3:234-252,
1978, '

Roberts,E. GABA-Related Phenomena,Models of NervouE.Sys--
tem Function and Seizures.Ann Neurol 16(Sup):577-589.1984.

Robertson,L., Dow,R., Cooper,!.Morphological Changes ---



72,

73

4.

75.

76.
77.

78.

79.

80.

-a.site for Tissue Transplantatlon.Natur

‘Schmidt,R.. Bjdrklund,A., Stenevi,U. Int

98

Associated with Chronlc Cerebellar Stimulatio

humans. J. Neurol. 51:510-520,1979. "
Rodwan,R., Wood,J.., Van Buren,J. Stgnifi

Cell Density In Selzure Suppresion by Chron

Stimulation. Neurology 26:645-650'197G;

Research 248:347-356,1984. g
Sell,F. Neuronal Groups and Flber Patterns-in‘Cerebellar:
Tissue Cultures. Brain Res.42:33-51.1972-ff‘ -
Siegel ,.G. Basic Neurochemistry.Raven Press;Ne;:quk,i§88; ‘

Selger. A.. Olson,L. Quantitation of Flber Growth ln  <-<:

Transplanted Central Monocamine Neurons. Cell: Tissue Rés;”ff

179:285-316,1977.

Simmons,R. Transplantation. En: Scwartz.S.(Ed;):‘Pkln-- :’
ciples of Surgery. Mc Graw-Hill,New York.1983 pp.367j434}~
Stanfleld,B., O'Leary.D. Fetal Occlpital CorticnlvNen{qﬁs
Transplanted to the Rostral Cortexiéanﬂéxléha?QHQTﬁAHEJiH"
a Pyramidal Tract Axon. Nature 313:435-437,1984."

Stenevi,U.., Bjorkiund,A., Kromer,L. D}rfe}én;ielion of

embryonic hypothalamic Trqngpléﬁi ‘Cultnréd on. the Choroi-

dal Pia in Brains of Aduit'kats. Cell Tissue Res.205:217-

228,1980.




81

82

83

84

85.

86.

87.

88.

89.

90.

pp. 425 430.v'

99

Stenevi, U..kBJBrklund'A.. Svenﬂunnrd N Transplnntallon of

central and perlpheral monoamln ¥ eurons ‘10" the Adult ‘Rat

Braln,wlechnlquesvand Cundltlon Survlval._Bruin Ros.

ll4-1-20 1976..

Stlckel D.. Selger,H ‘Transplnnte En Sabiston.D (Ed ) --

Tralado de: Palologia Qulrurg' ‘Mético. 1980

5vendgaard.N.;‘BJ6rk1und{A..VHarddbo}J.. Stenevi,U.-Axonal

Degenoration assoclated with s defective Blood-Brain Bar-

..rter in Cerebral ‘Implants. Nature 255:334-336,197%.

swinyard.E.. Laboratory:Evaluation-of Antlepileptic Drugss .

Epilepsia 10:107-119,1969.

Tapla,R. El GABA. En:H.Pasantes,H.Aréchiga(Eds.).Aninodci-
dos y péptidos en la Integracldon de Funclones Nerviosas.
UNAM, México,1983,pp.57-70.

Tunqyson.v.. Kremzner ,L., Dauth,G. Chronic Cerebellar sti-
mulation in the Monkey. Neurlogy 25:650-654,1975.

Tulipan, N.. Huang,S., Allen,G. Pituitary Transplantation:
Cyclosporine Enables Transplantation Across a Minor Histo-
compatibillity Barrier. Neurosurgery 18:3{6-320.1986.
Voogd.S:, Gorritls,N.M., Marani,E. Cerebellum.En:The Rat
Nervous System. Academic Press.Australia,1985.pp.2§1-291%
wada.J., Mitsumoto,S. Generallzed Convulsive Selzures in-
duced by Electrical Stimulation of the Amygdala In Cats. -
Neurology 24:565-574,1974.

Wells,J., Mc Allister.,J. The Development of Cerebollar
Primordia Transplanted to the Neocortex of the Rat.

Develop Biain Rescarch 4:16/-179,1982,



. pregnation of Normal and Mutant Cultures.

g92.

93.

94

95.

96.

97.

140:281-298,1970. :
Wood,J., Zelgler,M., Lake,R. Elevations In' Ce}ébroﬁplnal
Fluid Norepinephrine during Unilateral and Bilateral Cere- -
bellar Stimulation in Man. Neurosurgery 1:260-264,1977.
Woodward,.D., Selger,A. Intrinsec and Extrinsec Determi-
nants of Dendritic Development as Revealed by Golgl . .---
Studles of Coerebellar and Hippocampal Transplants-in - -
Oculo. Exp. Neurol. 57:984-998,1977.
Woodward,¥., Seil,F., Hammerstad.J. Cerebellum PlusrLocus L.
Coeruleus In Tlssue Culture. Il:Development and  Metabo=--
lism of Cntecholamlnes.J.Neurosc.Res.17:184-18831987.
Yoon,M.Reciprocal Transplantations between theIOptlc ‘Tec-
tum and the Cerebellum in Adult Goldfish.-J. Physiol. 288:
211-225,1979.
Zager,E., Black,P. Neur§1 Transplantation. Surg. Neurol.
29:360-366.,1988.
Zuccarello,M., Sawaya,R., Lukin,R. Spontaneus Cerebellar
Henatoﬁa Assocliated with Chronic Cerebellar Stimulation. -

J. Neurosurg. 65:860-862,1986.



101

NOTA

Para ‘la‘presentacidén de esta tesis,se elaboraro:n'fotos- ‘
fijas y~un;vidgo en formato VHS,material .que puede ser
solic,_ita'do_a], Dr. Ra@il Alvarado en el Laboratorio de

Formacidn Reticular,UIC.INNN.
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