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L Resumen
1. RESUMEN.
En el presente trabajo se pretendic caracterizar conductual y anatomicamente la Recuperacion pasivi
(RP)y la inducida por transplantes de Tejido Neural Embrionerio (TTNE) en condiciones de Ambiente
Enriquecido (AR). Se utilizaron 25 ratas machos de 2 o 4 meses de vdad de la cepa Wistar, las cunles
#e mantuvierdn en condiciones de AR, que consistio en tener n los animales juntes en una jauln de
amplias dimensiones provista de juguctes estimulantes para el movimiento {columpios, balancines,
pelotas, ete...); Ias ratas fueron distribuidas al azor en anco grupos de cinco individuos cada uno de
1a siguiente manera: Control (C), Lesion Falsa (LF), Recuperacion Pasiva (RP), Transplante Falso (TF)
y Transplnnte Verdadero (TV). Para la medicion de los efectos de Jas condiciones experimentales, se
empleé unn baterin de pruebas que consistio ¢n: Analisis de ta Huella de s Marcha de la Rata
(AHMR), Nndo, Agarre y Fuerza de las extremidades. La eaperimentacion inicio con In fase de
Moldenmiento a la bateria, seppuida por la toma de registros de Linen Base (1.B), pasada ésta, ol grupo
LF se sometis 4 una cirygia de lesion, introduciendo uvna cinula estenl en lu Copsula Interna (CLy sin
suecionar el tejido. A los grupas RP, TF y TV se les provecs una lesion verdadera en la misma regidn
mediante una suecidh del parénquima cerebral; continuando con 1a toma de registras Post-Lesidn (PL),
Pusteriormente, mediante una segunda cirugia, el grupo TF recibié 10 pl de solucion Ringer, mientras
que ¢l grupo TV recibis 10 p! de TNE disociade; continuindose con In toma de registras Post.
Transplante (PT). Los sujetos experimentales que ho recibiersn esta cirugin se dejuron evolucionar sin
iratamicnto alguno, salve el registra contibuo con li bateria de prucha. Al grupe C unicamente se¢ le
totrnron registros durante los tres periodos sin ninguna intervencién quirirgica. Por ultimo, los sujetos
s¢ sacrificaron mediante perfusion cnrdinea y se ocbtuvo el cerebro, el cunl fue analizado histeldgicn-
mente mediante las téenicas de Ilematoxilinaeosina (1EK) y Hematoxiling fosfotingstien (HF), Los
resultados obtenidos muestran que los animales lograron recuperarse después de In lesion
intracranenl, de acuerdo al Andlisis de Regresion Palinomial IANREPQ), El largo del paso disminuyé
en todos Ios grupos, el ancho del paso tuve cambios ligeros con tendencin o incrementarse, y el dngulo
del paso tambicn se incrementd. La pruebn de Nado no demostrd cambios y as pruchas de Agarre y
de Fuerzn de las extremidades se exeluyeron del analisis par presentnrse los dalos poco consistentes
al ser anabizados. Les animales lesionados presentaron evidencia de recuperacion funcienal, no
sbstanite que no recibicren un transplante. Los animules portudores de transplante de TNE también
mostraron una tendencia a In recuperacion, sin embargo, ¢l wnalinis histologico no demostrs evidencin
alguna de sobrevivencin deb injerto, Se concluys, entre otras cosas, que los cambios observados tanto

después del doflo como durante In recuperacion <on de tipo cualitativo en condicienes de ambiente
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enriquecido y gue la introduccisn de una cdnula en la Cl sin succionar el tejido tiene efectos similares
alos de 1a lesicn con succicn.
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II. TRANSPLANTES INTRACEREBRALES.

A) Aspectos histdricos de los_transplantes intracerebirales.
El injerto newral surgis en la décnda pasada con un punto de vista viable para el estudio de la
regeneracion de conexiones neurales en el Sistema Nej

vioso Central (SNC) de mamiferes, Un aspecto
particular de éstn tecnica es el uso de implantes neurales intracerebrales parn e} establecimiento de
grandes conexiones, la substitucion de vins neurales perdidas, ¥ el reemplazamicnte de tejido
defectuose en el SNC de manuferos adultos (Bjorklund v Stenevi, 198.4). La téenica del Injerto de
Tejido Neural al SNC de mamiferos ha side practicada frecuentemente desde fines del siglo pasado,
pero los resultades fueron en general muy pobres. Thompson 1890 ¢ Saltykew (1805) fueron
posiblemente los primeres en reportar resultados de injertos de tejido del SNC ndulto, y Del Conte
{1907) ¢l primero en intentar injertos de tejide embrionario al cerebro de mumiferos, y concluyd que
¢l cerebro era un sitio desfavorable para recibir transplantes. Resultados nepativos similares fueron
publitados, por ejemplo, por Altebelli (1914) Glees, (1955); y Frotscher ¥ cols, (1970). En cambio,
Ranson (1814), obtuve sobrevivenciu parcial de los ganglios sensoriales injertados en 1a cortern
cercbral de ratas ¢n desarrollo, y Dunn (1917) reporto sehrevivencia en 4 de 44 injertos de corteza
cerchral neonntal, implantando en el cortex de ratas de Ia misma comada de 9 a 10 dins dv nucidas,

Durante la pasada década, los halluzgos han proporcionade gran informacién: se conoce nue
todas 1as partes del peuroeje pueden ser trunspluntadas con excelente sobrevivengin, no solo en ¢l SNC
de animales en desarrollo, sino también en el cerebro y ¢l cordan eapinal del adulto 6 en receptores
de 1a misma edad. Técnicamente, la principal restriccian ¢s que los injertos de tejido del SNC hayan
sido tomados de donadares en desarrollo (embrionario 6 neonatal). En los vertebrados mas primitives,
camo los uredelos (satamandras y njelotes} ¥ peces, el transplante, reimplante 6 transposicion de tejido
de SNC es también posible on individuos adultos. La rnzan de ésto, parece ser, en el cass de urodelos,
que los elementos neurnles completamente diferencindos, fos cuales no sobreviven al injerto, puedon
ser reemplazados nuevamente por lormationes de neuronns en regeneracion de células neurcepitelintes
no difereneindas (Stone y Znur, 19340; Gaze y Watean, 1968). En vertrhendas superiores hav una elora
diferencin entre neuronns ganglionares perifericas, las cunles sobreviven parcialmente en injertos de
donadores extrafios (Stenevi y cols., 1976; Bjorklund y Stenevt, 1977a), v nevronas del SNC, s cunles
sobreviven al injerto solo cunndo son tomadas de donadores embrionarios ¢ ¢n desarrollo.

Stenevi y cols(1876) v Bjirklund y cols{1976) fueron los primeros en estucdiur may
sistemndticamente la sobrevivencin de injertos de neuronas centrales y periféricas en o] SNC del

mamifero adulto. En vertebrades submamiferos, se ha usado uin enfoyue clisico en el estudio de loy
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mecanismos de regeneracién neural, especinlmente en ol sistoma retino-tectal. Matthey (1926), Stone
(1944), Stone y Zaur {1940) y Sperry (19.45), en particular, demostraron que los ojos transplantados
6 reimplantades pueden regencrar una nueva v

ia retino-tectal, con restauracién’ de la vision, en
ajolotes ndultos y salamandras 6 en ranas posmetamorficas jovenes. En ostos injertos de ojos de
adultos o adultos jovenes, las célulns ganglionares retinales inicialmente se  regeneran, pero
subsecuentemente lo haeen por proliferncion eclular del margen cilinr. Ademas, se ha demostrado que
los injertos oculares de 2 a 3 meses demostraron generar una hueva conexian retino-tectal, y estudios
con injertos alterros 6 contrarios innervades, indican que el ncevo camino retino-teetnl, ectablece unn
prayeccién ordenada topogrificamente sobre ¢} tectum contenlateral (Stone, 1944, 1963: Sperry, 1945),
Stone y Farthing (1942} reportaron que ¢l mismo ajo podin ser injertadae hasta cuatre veces con
recupreracidn de la visiin en eadn una de los huépedes nuevos

La técnica del injerto neurat se logrs aplicindola al tectum optico de 1a carpa dorada adulta
¥y en ranns postmetamérficas jévenes (Sharma y Gaze, 1971 Levine y Jncobson, 1974; Jacobson ¥
Levine, 1975a,h). Estos estudies demostraron gue el tejide tectal addulte o pestembrienario sobrevive
al reimplante o transposicion en et cerchro de los mizmos individuos. Estes injertos llegan a ser
reinervados por In regeneracion de axones retino-teetales del huésped, y en muchos casos las nuevas
aferencias han sido observadas por ser orgeniendis de una manern topugrdfica normal de acuerdo o
la polaridad originel del injerto {Levine y dacobson, 1974).

Otro ejemple de injerto funcienalmente lograde en vertebrados submamiferos, de gran
tradicion, ¢s of transplante de segmentos del cordén espinal en anfibios en desarrollo y polluctos
{Detwiler, 1936; Piatt, 1940; Székely, 1963, 1968; Straznicky, 1963). Tales injertos establecen sus

propias conexiones neuromuseulares y pucden propercianar movimientos normales coordinades en sus

miembros. Székely (1963, 1968) ohsarvé que los sepmientos del corddn espinal en desarrollo aislados
como tales, en posicin ectopica, retienen su patran motor. Los segmentos de cordon espinal, injertados
al mismo tiempo con un miembro desarrolindo no salo fueron reinervande a los musculos del miembro
injertado, sino que se ohservaron movimientns enordinadas parecidos al enminar normal, ambos
hnllazgos fueron observados espenbineamente v on respuestn 4 chogues eléctricos en ¢l grea alrededor
del injerto. Esta capacidad del cordon injertndoe parn inducir inovimientos coordinados fué especificn
en el sentido de que ha sido con segmentos tomados de 1n porcion hranguint del cordén, normalmente,
innervando ¢l intembro anterior, pere no con segmentas tomados del corddn tordcico, el cunl

normalmente na controkt movirmicntos de los micmbroes,
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B) Condiciones para la sobrevivencia del injerto de Tejida Neurnl Fetal intracerebral,

Las condici ias para la viabilidad del injerto de Tejido Neural Fetal (TNF} fueren
identifieadas en 1970, y son Ias siguicntes: las neuronas a injertarse deben ser célulus embrionarias
y &s necesario asegurar ol tejide injertado un entorno nutritive para su desarrotlo.

13 La primera condicion tiene las siguientes ventajas: el cercbro en desarrollo es una estructurg
extremadamente plasticn. Aunque muchas regiones pueden estar bien conectadas, otras fcomo la

corteza cerebral) estan abiertas a diversas influencias, tanto intrinsceas como ambientales. La

capacidnd del eerebro para reorganizarse en r

pueata o influencias externns o a una lesion loenlizada

es actualmente una de 1as dreas en que mas

:sta trabajando la investigacién neurobioldgnca, no sélo
por la ohvia importancia de fensmenes tales como ¢l aprendizaje v la memeria, v por sy influencia
sobre la capacidad del cevebro pare recuperarse despues de 1a lesion, sino también debido a lo que
probablemente se revele acerca de su desarrolle

La lesién de unn porcicn del Sistema Nervioso Central (SNC) se acomparia de alteraciones
funcionales, la mayoria de ellas especificas. En ¢l case de los mamiferos, ki duracién de dichas
alteraciones depende de la extensién de la lesién y ln importancia que ticne el sitio lesionado en ln
regulacion de determinada funcidn. Casi todas las wlteraciénes son irreversibles. El transplante de
tejido cerchral con el fin de inducir recuperacién morfologicn y funcional del SNC (uc intentade con
poca éxita a lo largo de este siglo, Sin embargo, estudios recientes sedalun gue el pracedimicnto pucde
realizarse, cuandao se usa tejido nervisse en desarrollo, o sea, un embrisn come donaror (Lipez, 1986),

Una vez que Ins neuronas jévenes pierden su capneidad de dividirse, empieza Ja migracién

neurgl, que parece ser del tipo nmeboide en la mayoria de los casos. Lus eélulas que migran oxtienden

un proceso conductor que se ndhiere a nlyin substrato apropiado; ¢l micleo fluye o es otrpido hacia
aguel, ¥ entonces se retrae el que queda por detris del son. Es un procedimiento lento, siendo la tasa
de migracidn promedio del orden de una dieima de milimetro por din. Miis tarde ¢l cuerpo celular
cmpicea a moverse cuda vez mas lejos de los primeros procesos, que permanecen bisicatnente donde
se originaron. Maxwell (1980, cuando habla de los proceses, se refiere a lns prolongaciones neuronales
o a la guia que ocupa la neurona pura su migracion desde la zonn ventricular hasta la zonn cortical

y que son prolongaciones de las células gliales radiales.

Se sabe que hay células gliales especializadas dentro del cerebiro en desarrollo cuyos cuerpos
celulares se situan dentro de In zona ventricular y cuyos procesos se extienden radialmente hacia la

superficie. Como estns eélulas nparecen en una fase precoz del desarrollo y persisten hasta cierto
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tiempo después de huber cesado ln migeacion neuronal, se ha sugerido que podrian proporeionar un
andamio adecundo n lo largo del cual poadrian despluzarse las neuronas migratorins.

La tendencin que tienen las eélulns en desarrollo del mismo origen embrionario a adherirse
selectivamente uno con otra, es una caracteristica mis que facititarin In integracion del tejido
transplantado al tejide buésped (TID. Cuando se disocian las células de dos o tres regiones del sistema
nervioso en desarrallo (normalmente por medios mecdnicos o por medio de un tratamiento quimico
suave), se mezelan conjuntamente y se deja que se agreguen de nuevo en un medio upropiado, tienden
o ordenarse de manera que Ias células de cada rey

rregnn proferencinlmente con otras célulus
de la misma region. Esta adherencia selectiva parece ser unn propicdnd general de todas 1ns células
vivas y se debe prohablemente a la aparician en sus superficies de cluses especificas de grandes
moléculas que sirven tanto para reconocer cétulas del mismo tipo y unirlas. Estas meléculns, que
funcionan como enlaces, purceen ser altamente exproficas para cada tipo principal de cclula, Ademas
parece que cambian ¢n niimere y en distribacidn sepan avanea el desarrollo.

Uno de los rasgos mis destacables en o] desarrollo de las nearenas es la progresiva elabioracidn
de sus proceses, pero éste es s6lo un aspecta de su diferenciacion, Igualmente importantes son la

adquisicién de un mode particular de transmi

sion Ua mayeria de las neuronas generan potenciales de
accién, aunque algunas presentan solaments transmision decreciente) y 1a seleccion de uno u otro de

dos modos de interaccién con otras células: Ia furmacién de sinapsi

convencionnles para proparcienar
1a liberacién de un transmisor quimico, o hien la furmacion de uniones intimas para proporcionir la
interaccion eldetrica de las célulus.

tambico evidente, gue durante el desarrolle nermal del cerebro

1a mayeorin de neurenas estdn sujetas a diversus influcae

s mecanicns locales que pueden modificar

su forma. Es indudable que el nimero y distribucion de los estimulas que las ctlulas reciben puede

afectar cr

smente su forma final, Dos caracteristicas del er

1o (e los procesos nerviosos son:

a) que la mayoria de las neuronas parecen generar muchos mis procesos de los necesarios o de los que
son ¢apaces de mantener, De aqui que In mayoria de neuronas jovenes estén dotadas de gran nimero
de prolongaciones cortas del tipo de la dendrita, de Fas que todas, excepto unas pocas, se retracn més

tarde al madorar la cdlula, De manera sinular, parece que la mayorin de Jos axones cn desarrollo

establecen muchas mis conexiones de las necesari

15 on ¢l estado maduro, y cominmente hay una fose
de eliminacion de las prolongaciones durante v cual son ¢liminadas muchas (y en algunos casos todas
excepto unaj de las conexiones del grupo inicial, by existe una fucrte tendencia de los axones o crecer
en estrecha nsocincidn ¢on sus vecinos, este fendmena es conncido como fasciculacidn. Los trabajos

recientes sugieren que la tendencia a fascicular puede estar asociada con la aparicidn de enlaces de
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superficie a todo lo largo de la moyoria de los zxones, yue les copacitan para unirse ¥ crecer con otros
pertenecientes a un tipo similar (Maxwell,1980).

Las neuronas cstablecen configuraciones especificns en sus conexienes, La mayorin de las
neuronas (0 mds probablemente Ia mayoria de las pequenas poblaciones de neuronas) se diferencian
quimicamente en una fase precoz de su desarrollo segun Ins posiciencs gue ocupan, y este aspecto de
su diferenciaci6n se expresa en farma de marcadares distintivos que permiten a los nxones neuronales
reconocer a un marcador que hace juego a uno complementario, en la superfice de sus neurenas digna
{Corey y Bastiani, 1985).

Los estudios sobre ln inervacion musculur indican que, bpjo circunstancias normales, se
originan por diferenciacién pequenas poblaciones de neuronas motoras Hamadas nucleos de neuronas
motoras, en una fase prematurn del desarrollo y que cada nucleo de neuronns motoras inerva
preferencinlmente un misculo especifico de la extremidad, produciéndose pocos erreres en of proceso.
Aunque In especificidad de la pauta de inervation sucle ser precisa, ho ¢s absoluta. Por tanto, si una
extremidad posterior supernumeraria de un embridn de pollo denante se transplanta al lado de la
extremidad posterior normal de un embridn huesped, los museulos de la extremidad supernumeraria
invariablemente resultan inervados por nucleos de neuronas motoras que normalmente inervan o bien
partes de Ja musculatura del tronco o bien de ln musculatura de In cintura de ln extremidad, Lo pauta
de inervacién es claramente aberrante, pero el hecho de que los muisculos de la extremidad
trasplantada sean siempre inervados por ln misma poblacion de celutas sugiers que, incluso bajo estos
condiciones poce corrientes, los axones de 1as neuronas motaras chedecen a ciertas reglas todavia no
identifiendas.

2) La otra condicién de 1n sobrevivencia, estd en asegurar al tejido injertado un entorno

nutritivo para su desarvolio. Esto se logra calocando ¢l implante en sitios con unn vascularizacién

importante y un acceso fdceil del liquido cefalorriquideo. Son muy pocos los lugares que reunen ¢stus

condiciones: el borde de los ventricules Iaterales, los ventriculos tercero ¥ cuanrto y li hendidura

coroides cereansa al hipocampo. Esto limita el campo experimental. Por tal motivs

. se desarrolto el
método de suceidn (Stenevi y eals, 1976 Mollgnard y cols., 1978): que consistes en hacer una eavidad
cn la zona donde se va u colocar el injerto. Despuds de un tiempo, en ln lesién se forma unn cubierta
meningea vascularizada que preporciona al tejido transplantadoe los nutrientes necesarios y sin duda
una acumulacién focal de factores de crecimicnto, Esta téenica fue usada por vez primera en el cordén
espinal, principalmente para injertos de nervio periférice {Sugar y Gerard, 1840; Kao y cols., 1970);
posteriormente en arcas corticules del cerelire de ratas adultas (Steaevi y cols,, 1976, 1980 a, bl y en

transplantes en animales neonatos (Lewis y Cotman, 1980, 1943).
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Bjorklund y cols. (1980a) y Schmidt y cols. (1981) desarrollaron un nueveo procedimicnto de
injerta que eskd basadoe en la inyeccion en el lugar desendo de suspensiones de células embrionarins.
Este método presenta varias ventajas: Las newronns pueden ser inyectadas en el cerebro no importa
donde, son rdpidamente integradns nl tejido del huésped, y se establecen facilmente relnciones eon la
circulacidn sanguinen. También permite que puedan ser implantados varios injertos de células
diferentes, o unos mismos tipas de ¢élulas en diferentes lugares.

La observacion de dstas condiciones hace posible In supervivencia de un transplante ¢n el
cerebro huésped, y por tante, la experimentacian sistemnticn. Sin embargo, los mecanismos
moleculares de diferenciacidn neurunal son poco conacidos. Bsto ha heche que la actitud ndoptadn ¢n

el estudio de los transplantes sea mas bien empiviea guc tedrica (NDunnett y Bjorklund, 1987).
C) Aspectos morfolégicos de los transplantes

S, K. McConnell, ohservé que ¢ procese del transplante per se no altera el destino de las
neurenas corticales en términos de su morfologin adulta y su posiciin laminar final (McConnell, 1985).
Utilizando unn metodologin similar a la usada pur McConnell, Jaeger y Lund (1980 a, b) propusieron
que los transplantes de células corticales extitn compuestos de neuronas generandas antes y despuds
del transplante. Esto os comprensible, si se considera que lu rata, a los 14 dins de gestacién, tiene en
su cereliro predominantemente células neuroepitelinles, que continuan multiplicAndose en el huésped;
no asf, en el ease de tejido de SNC proveniente de fetos de 21 dias de gestacign, el cual estd compuesto
de ncuroblastos que dnicamente se diferencion ol momento de ser injertados, sin multiplicarse mas.
Laa células precursoras continian en mitesis siguiendo un esquema similor al de la neurogénesis
normal.

Kromer, Bjorklund y Stenevi (1983) transplantaron tres estructuras de diferente orgnnizacidn
neurcnal en cavidades previnmente hechas en lu corteza cerehral de ratns adultas para observar las
earacteristicas de crecimicnto de dichos tejides. De wste estudio se lograron identificar algunos procesos
pagivas que parecen ser siempre aplicables a la mayarin de los transplantes, Estos cont

1} Las células neuroepiteliales de las diversas regiones estudindas contintan praliferando

despuds de transplantarse al SNC, produriendo neuronns con caracteristicas morfolégicas

normales.

2) Las células que se diferencinn antes de que se realice ol transplante son capaces de

sobrevivir y mantener ol arreglo citoarquitectonico original en su nuevo ambiente.
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3) Las earacteristicas de organizacién intrinseca y de organizacién tridimensional de las

regiones transplantadas pueden desarrollarse ain cn un sitio ectopico del SNC adulto.

La orgnnizacién interna del transplante pucde ser afectada por una gran cantidad de variables,
tales como: las variaciones debidas a la manipulacion del tejido a transplantar, las variaciones de
vélumen de tejide que es implantade en ¢l huésped, y ndemas, quiza la varisble mds importante sea
Ia edad de gestacién del feto donador, que reflejn el estado de diferenciacion de la regitn que se va a
transplantar,

En cuanto a! estudio del establecimiento de interconexiones entre el tejido transplantade y ¢l
tejido del huésped, han sido Hevados n cabo infinidad de trabajos (Bjorkiund y Stenevi, 1964; Harvey
y cols, 1981; Jaeger y Lund, 1980 a, by, en loa cuales se ha encontrado que, si o los axones on
crecimiento se les presenta la posibilidad de escoprer entre diferentes campos terminales denervados,

muestran una clara preferencia por las zonas denervadas con tipos de fibras homélogns.

D) Recuperacion funcional inducida por Jos transpluntoc intracerebralos,

Los reportes sobre Ia recuperacion funcional inducids por los transplantes de tejido de Sistema
Nervioso Central (SNC) embrionario al cerebro adulto se har incrementndo din con din, estudidndose
desde diversos puntos de vista: eleetrofisiolégicos (Lund y cols. 1985), bioguimicos (Bjarklund y cols.,
1883; Dunnett y cols.,, 1985) y conductuales {Low y cols [ 1982; Drucker y ¢nls.;1984; Dunnett ¥ cols.,
1942 a, b).

Los estudios electrofisiolégicos hechos por Lund y cels, (1985) demostraran que los transplantes
de retina respenden hien a 1o luz. Se implantaren retinas fetales en ¢l tectum dptico, y al estimularlas
con luz, se encontré que 10 de 12 de ellas gencraron potenciales ode onda corta en sus conexianes con
¢} tectum éptico, siendo ta forma de ln anda similar o 1a de un elestroretinegrama ohtenido de un ajo
normal.

Los estudios bioguimicos han demostrado tambicn, recuperacion en la wctividad bioquimicade
las dreas danndas, dospues de efectuado el trunsplante. Bjorklund y cols. (1983 a) implantaron
neuronas fetales tomadas del dren septal en hipocampos denervados previamente. A Tos 10 dins de
cfectundo el transplante, In actividad de la enzima colin-acetiltransfornsn (CAT) fue apenas detectable
en el trunsplante, pero nl menos se cncontrd un ineremento significativo en 1a nctividad de la CAT en
el hipocampo adyaeente al injerto, y o los seis meses la actividad de Ia CAT estaba restaurada s

niveles cercanos a Jos normales.
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Kelly y cols. (1985) llevaron a cabo estudios ¢n los que se utilizg (14}-2-deoxiglucosa (2.DG),
enconttnndo que seis meses despuds de haber lesisnuda unitateralmente In fimbrin-fornix, hubs una
gran disminucién en el uso de 2-DG del hipocampo. Fsto fué debido n un decremento en la actividad
neuronal, que es consecuencia de In desaferenciacian de terminales sindpticas. Las ratas que recibieron
transplantes colinérgicos en ¢l hipocnmpo mostraron un incremento simificativo en el uso de 2.NG
comparade con las ratas lesionadas. Los eambios en ¢l use de 2-1DG fueron relacionados eon 1n densidnd
de acetilcalinesternsn en cortes adyacentes a los de la medicion de 2.DG de los mismos cerchros. Estos
resultados muestran una correlacion entre ln mnervacion colinergicn de los transplantes septales y
la restauracién del consumo de glueosa. Se puede cancluir entonees que las sinipsis que establecen
los transplantes en éste caso, son sinapsis fancionales, que ejercen un efecto positive sobre las
neuronas hipocampales del huesped.

Une de los modelos bioquimicos ma

estudindos es ¢l de la enfermedad de Parkinson, que se
manifiesta por la degencracion de neuronps de la sustancin nigra, que a su vez produce la deplecien
de ls dopamina en el cuerpo estrindo. Se ha demostrado que tnnto los trangplantes de sustancin nigra
como los de cétulas cromafines de tas ghindulas suprasrennles, son capaces de producir un incremento
significativo de los niveles de dopamina en ¢l cuerpo estriude, Hevandelos a niveles eercanes a los
normeles (Schmidt y cols. 1982, Bjirklund y cols. 1981). En un estudio hecho con dste modelo, s
actividad metabélica del transplante e muestra cerca de Ta actividad normal de Ja sustancia nigra in

situ (Schmidt y cols.,, 1982). Este mismo modelo ha side utihizndo por Perlow y cols. (1979 a, b) pars

estudiar la recuperacion conductunl después del danae cerebral. Estos autores

yectaron 6-Hidroxi-

dopamina (6-OHDA) en la sustancia nigea. Esta nearotoxing destruye alas neuronas dopaminérgeens,

de manera que la d

ruccidn de Ta via nigroestriatal proveca un ctrin conductun), Si la rata s
estimulada con anfetnminas, el animal comienzi a grirar hacia el ladoe de I lesidn (rotacidn ipsilateral);
i €5 estimulnda con apomorfing, ¢l giro serd en direccién opuesta trotacion contralateral). Despues de
efectuada la lesion, se insertaron blaques de tejido nigral cinbrionarie, mediante una cinula de acero,
dentro del ventriculs lateral adyacente al estrindo lesiunado. Pasados tres meses, los investigadores
registraron lus giros contralaternles inducidos par apomarfinn y ohzervaron una disminuciin entre el
40 y el 50 %. Dunnett y Bjorklund (1987) han extudindoe tambien este modelo y supusieron la
existencin de un pasible mecunismio de compensacion que puede ser el respensable de I recuperscian.
Drucker y cols. (1984) realiziron estudios conductuales utilicanda el modela de ingesta de ngua en In

ratn. El ritmo cireadinno de la rata estd njustedo para que presente mayer actividad nocturna que

diurna, por lo que, tiende a beber mais ngua durante la noche. Los nutores determinaron ol ritmo del

comportamiento de ingesta de agua antes de provocar una lesidn en el nicleo supraquiasmiitica. Cince
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semanas después, se observd la pérdida totnl del ritmo. Se procedié entances a transplantar
hipotdlamo anterior fetal colocindoelo en el tercer ventriculo de las ratns lesionadas. Ocho semanas
después del transplante, las ratas recobraron su ritmo de ingesta de agua.

Diversos estudios indican que los transplantes de tejido neural generan y recihen conexiones
funcionales desde otrus dreas cerebrales como lo indicaron Arendash y Gorski en 1982, quicnes
transplantaron tejido neonatal cerebral (desde el sirea predpticn de rotas macho neonutas al interior
de In mismna drea de ratas hembras de la mismu carmada) con resultados positives; las hembras
mostraron aumento de las conductas masculina y femenina durante la etapn adults, sugiriendo una
estrecha relacidn entre el tejido transplantudo y ¢ del cerebro hospedero. Algunos investigadores
opinan gue este tejido es el 6ptimo parn usarlo en trabujos con transplantes. KEsta opinion se basn en
los hechos de que ese tejido neural se obtiene ain durante el periodo prenatal, y se comporta como si
se hubiera obtenido en estado fetal, bajo 1 ehservacion de Gue exte tiltimn se encuentra en un estadio
ventajose para las células, que se dividen con mayor facilidad que aquellns de neonntos u organismos
de mayor edad (Marx, 1982). La capacidad del tejide embrionario para sobrevivir despuds de haber
sido transplantado. ha sido demostrada en injertos entre especies diferentes. El trabnjo de Albrink y
Green es particularmente relevante ya que transplantaron tejido embrionario de pollo en conejo y de
cerdo en vatdn y no encontraron rechazo alguno del tejido ¢Low, Lewis y Bunch, 1983). Low y cols. en

1983, realizaron transplantes de células embrionariz

del nueleo septal de ratas Sprague-Dawley al
cerebro de ratas Wistar adultas, Los resultades que obtuvieron tres meses después fucron que las
célulns neurales embrionarias son cnpaces de wobrevivie ¥ de exhibir caracteristicas morfolégicas
normales tipicas de las neuronas, al igual que legran 1a reinervacion colinérgica en la formacion
hipoeampal. Olson y cols.dcitndas en Fernindez, 1985) humn sido los gue mds dates han aportade sebre
las conexiones anatdmicas y funcionnles entre los transplantes v los tejidos hospederos con trabajos
de desarrollo de injertos intruoculares en ¢l sistema nerviosa, al igual que Bjorklund y Stenevi (1978)

Estos investigadores han demostrade que los injertos inmaduros del” SNC comtienen neuronns

productoras de dopamina, noradrenalina y serotonina las cuales son capices de inervnr tejido perifirice
semejante al del iris cuando es transplantado dentro de li camarn anterior del ojo de rains adultas.
Las fibras colinérgicns y ndrenérgicas presentes en ¢l iris normal, pueden inervar transplantes de

tejido neocortical, hipocampal y cerebelar. Los

tudios electrofisiolégicos indican que las fibras forman
sinapsis funcionales, como lo indicnron Dus en 1875, Lund y Huuschko en 1976 y Zimmer en 1978,
quienes encentraron que el tejido de SNC adulto es capaz de regencrar axones e inervar tejido embrio-

nario transplantudo, formando un puente funcional (Kromer y Bjorklund, 19785,
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En 1985 las evidencins experimentnles disponibles indiearon la capncidad del Tejido Nervioso

Fotal (TNF) de sobrevivir al ser transplantade en el SNC de receptores ndultos, Los transplantes
continuarcen su diferenciacion y establecieron conexiones morfoldgicas con el tejido hospedero, de igual
manera los transplantes fueron copuaces de inducir recuperacion funcional, tanto en modelos
experimentales de lesion neuroldgien, como en animules con deficiencins congenitas. Actunlmente,
existen varios trabujos realizados en diversos modelos experimentales de 1n enfermednd de Parkinson
como e} de lesién unilateral de 1o via nigro-estriztal (Freed v cols

. 1984: Strombergr y cols., 1985), y
¢l de administrancion sistemiticn de Metil-fenil tetrahidropiridina (MIPTP) (Bohn y cols,, 1987). En
estos trobnjos, se pone en evidencin n capacidad de los transplantes (tanto de tejido nerviosoe como de
células cromafines) para contrarestar los trasternos motores asocindos i 1as lesiones meneionadas.
Backlund, y cols. (1985) llevaron o caba el transplante autdlogo de células cromafines en pacientes con
enfermednd de Parkinson. Los resultades obtenidos en dicho estudio no afirmaron Ins hipdtesis
iniciales respecto a su recuperacion, pero establecicron la base respecto al uso de 1 téenica en
humanos voluntarios. Dunnctt, Whishaw, Bunch y Fine en 1986 lesionaron e! Nuclcus Basslis
Magnocelularis (NBM) de ratas adultas produciendo déficits en In memoria, aprendizaje y en €)
sistema sensoriomotor produciende sintomas anilagos n la demencia senil (enfermedad de Mzheimer,
en humanos), al injertarles tejido cmbrionario rico en acctitcaling en la zona lesionada, Tos animales
recuperaron gran parte de sus funciones perdidas provocndas per ln lesidn ln cunl inicinliza una
produccidn de factores neurotrdficas que permiten sobrevivir y desarcollar o las células injertadas
ademas de promover la regeneracion de fibeas dunadus que hoacen sinapsis funcionales con el
transplante, A principios de 1987, Se reporté que ¢l transplante nutdloge de medula suprorrenal en
dos pavientes parkinsdnicos revertio en forma simificotiva su sintomatologia. Posteriormente, el
misme grupo repoertd resultados similares en otrias ocho personas.

Pezzoli y cols. en t988, reportaton gue cn conjuncion con ln infusion intraventricular de
Factores de Crecimiento Neurenal (FCN), los injertos ventriculares de tejido ne cromafin o medular
adrenn! son ipualmente efectivos ol reducir I comeentracion de apomorfinas en ratus que se lesionaron
permanentemente en la substancin nigra con S-hidrosidopamina. Estos tratumientos fueron mucho
mas efectivos que la implantacion de tejido i FOL

. o sunin, Jos ofectos persistieron indefinida-
snente, aunque ¢n un nivel reducido después de la suspension de FON. Los resultados sugieren que
el FCN es crucinl en los efectos bendficos de los tejides transplontades como lo reportaren Nigto-
Sampedro y cols. en 1982, al hacer una cavidad en el cerebiro (cortera entarrinaly en desurrollo de
ratas ndultas, y colecar unn pequeia picza de ol absorbente dentro de esa cavidad para colectar ¢l
fluidoe sceretado. Estos investigndores notaren que la recuperacién de 1a lesion, con el transplante
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depende de las sustancias y procesos que rigen la sobrevivencin neuronal: los analisis del fluido
indicaron la presencin de neuronas simpaticas y parasimpaticas las cuales se cultivaron para
determinar su activided neurotrdfica. Ademiis, cncontraren que las lesiones en los cerebros de rata en
desarrollo y adultas, comparablemente estimulados para la acumulncién de FCN, incrementaron in
actividad en los primerss dias, Ta cual acabe pocos dins despues de haber ocasionado ln lesién. En
1945, Raul May al publicar una serie de nrticulos referentes a la viabilidud de los transplantes de
TNF, reparts la existencia de procesos de reinervacion por la postble induccidn de factores troficos
(Aguilar y cols., 1991).

Nilsson y cols. (1988) en sus experimentas utilizaron tejido fetal humano del dren de In Banda
Septal Dingonal (BSD) praducte de un nborte espontanes, el tejido fue injertado en in formacién
hipocampal de ratas inmuncsupresivas adultas, despuds de la lesion por succién en la fimbrin fornix;
19 semognas despuds de la cirugin en In que se coloce € trunsplante, los analisis microscopicos
revelaron gran cantidad de acetilcolinesterasn positiva fAchE+) en los injertos dentro del hipocampo
en tres de los cinco hospederos. Los injertos dicron origen n la reinervacisn del hipocampo hospedero
formando la estructura laminar con caracteristicns normales. La evaluacidn inmunoldgica de los
receplores mostré que todos fueron inmuntzados por ¢l injerto, esto indica que los injertos de neuronus
colinérgicas humanas pueden responder o interactuar con factores que regulan la inervacion del

hipocampo de la rata,

E) Aspectos Inmunolofricos de los Transpluntes Intracercbrales,

Se podria pensar que algunas reacciones inmunitarias entre ¢l tejido injertado y el hospedero
constituirian un problema en este género de estudies. En realidad, el rechazo del injerto de tejido
nervioso es menos frecuente que el de otros érganos. Si bien el rechaze de tejido ¢s uno de los mayores
problemns cunrndo se transplantan drganos y tejidos a la periferia, ésto no ocurre cuando sc
transplantan al cerebro. Por csta razen se considera al cercbro como un “sitie inmunclogicamente
privilegiado” (Barker y Billingham, 1977; Ryju y Grogan, 1077), yu que normalmente alberga muy
pocas ¢élulus del sistema inmunitario (linfocitos y macréfagos), dehido a que éstas no atraviezan
fdcilmente la barrera hematoencefiilica, y por tanto los transplantes escapan al rechazo (Bjorklund y
cols, 1982). Probablemente las celulns nervivsas cxpresan en su superficie muy pocoes antigzenos de
histocompatibilidnd, con la-consiguiente evitacion del rechazo del injerto. Se ha realizade con éxito el
transplante de tejido nervioso entre animales de diferentes camadas « incluso de diferentes cepas. El

injerto entre sujetos de diferentes especies, ha sido menos exitosa. Se han reportado perindos mdximos
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de sohrevivencin de 6 meses (Low y cals, 1982; Bragin y Vinogradovn, 1981). Por ¢jemple, en 1986, con
los trabajos del grupe de N. J¢ Douarin, ha quedado ¢laro gue los injertos de tojido nervioso codorniz-
pollo pueden producir mds enfirmedndes degencrativas del tjide nerviose, ligadns n un problema de
naturaleza inmunolégien (Dunnet y Bjorklund, 1987). El tratumiento con inmunosupresores
incrementa ta superviveneia del transplante, coma lu han demostrado los estudios en que se ndministra
ciclosporina-A a ratus que reciben transpinntes de corteza corebral de ratén (Inoue y cols., 1986).

Se desconoce fa razdn por In cual ol cercbro os un sitio inmwunologicaments privil do. Se

i

ha sugerido que pudieran intervenir los siguientes faclores on dicho fenémeno -
1) Presencia de In barrera hematoencefihicp (Bgorklund y cols., 1981)
Su participaeién no es fundamental. Todus lac téeniens de transplantes que se usnn

netualmente implican wna lesian de la barrern hematoence

ien, A pesar de ello, los transplamics

sobreviven adecuadnmente.

2) La interrupciéon del hrazo del sistemn inmune, es decir nquells poreidn del sistema que
detecta la presencia de antigenos njenos al organismao (Freed, 1983), Se ba sugerido que los antigenas
asocindes o cualquicr tipe de transplantes no se exponen ol sistema inwune, Algunes reportes indican
que ¢} transplante de tejide nervioso al cerchro os incapaz de inducir sensihilizacidn del sistema
inmune del sujeto receptor. Sin embargo, caanda dicho sistema es sensibiliznade previamente por
transplantes de picl, se produce rechazo inmediato del transplunte. Dichos resultados indican que Jas

células inmunoldgicas capaces de provocar rechaze de transplantes de nenronas, ne identifican los

antigenos de ks célulns colacadas en alimin sitio det SNC.

3} La escascz relativa de macréfugos Gjos an ol SNC (Tze y Tai, 1984).

Es posible que esta escasez sea debida a Ja presencin de las células de In microglin que son
capaces de fagocitar cunlquier material degeneriudo o cuerpo extritio dentro del SNC (Barr, 1974),

4) Las eélulas nerviesas expresan en su superficie muy pocus antigenos de histocompatibilidad
(Dunnett y cols., 1987).

Las células embriviaring somaticas durants su proceso de maduracién, al interactunr con ¢l
medio que les radea, expresan enracteristioas que lo peemiten sor reconecidas por el sislema inmune
comin a todas cllas, desarrollando antigenos en I superficie celular. Se sugiere que las células de
TNF, que aun no se han diferencindo, no expresan esas earactenisticns debidn a que en su medio la
interaccion con cualquier moléculy extrarin «¢ ve limitada por la presencia de Ja barrera hematoen-
cefdlica encargnda de seleccionar el paso de moliculas ab cerebro necesarias paru ¢l metabslismo

neuronal (Goldstein y Betr, 1986), por to que vs muy probable que no exista reaccidn inmanoldgica
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ejercida por los macréfagos y los linfocitos hacia el tejido transplantade sl producir una lesién

intracraneal por medio de 1a introduccion de unn ednula (Pesrlson v Robinson, 1981).




111, Plasticidad corebral.
111, PLASTICIDAD CEREBRAL.

A través de las décadas, los cientifices de todo el mundo han estudindo el curso de las proceses
psicoldgicos y psicofisioldgicos: de In percepeion v la memoria, del lenguaje y el pensamicato, de In
organizacion del movimicnto y de la accion. Su intense estudio en o conteata de Ins ciencias
conductuales ha aportado incaleulable informuacién sobre los mecanismos que subyoacen u estos
procesos. Sin embargo, aun en by actualidad se desconocen numerosas protesos buasicos en los que se
npoyan dichas funciones y son desconocidos tambion Ia mavoria de los procesos gue se¢ pohen en

marcha cuundo en partes indi

idunles del eereliro, ocurren perturbincianes por neeidentes o son destrui-
das por enfermedad ¥ que wnducen In recuperacion funcional, Fs por esto que el eerebiro, principal-
mente ¢l de humano, ho Heprada a ser considerado como un sistema funoonul altamente complejo y

de estructura 1

iea que representa un problema muy dificil de resolver Por todo o anterior, parn
poder conocer los principios que et Lis interneciones intnnsceas relaciones entre los componenetes

del mismo Sistema Nerviosn) y extrinseeas dul corebiro, es necesario real

r numerosos estudios de
campos de la ciencin involuerados en el estudio de] S

tema Nervioso (SN), aportando cadn unn su
propin contribucicn para que en conjunto pue

nn eselarecer dichas interncciones.

Algunos tejidos del cuerpo minnticnen L capacidad de formar nuevas celulas a partir de

precursores existentes n lo Yargo de la vida del organismo Por ejemplo, tas células de la piel estin

cambiando constantemente y o higado puede re

renerar 12 mayor pitrte de sus celulas, 1SN estiomuy

limitado en ese sentido. Se conocen aligunos cjemplos, como las celulas receptoras olfntorias de Fos

vertebrados, en las gue hay un cuntinuo cambio de céiulas en o adulto. Sin embargo, parece ser unn
regla general aplicable tanto en tos invertebrados como en fos vertebrados, en que una vez completados
los procesos de desarrollo b peneracion de nuevas céhilas nerviesis es minima v nula. Estn, por
supuesto, es In principal razon por las gue s lesiones dot SN nenen efectos tan devastadores
{Shepherd, 1085).

Por otro lndo, considernndo las caracterssticas morfolog:

s, hivquimicas ¥ biocléetricas del
cerebro, os un hecho que se levan a eabo distintos procesos §

sticos en los erganismos sepnin su nivel
ontagenctico durante su desirrolio. bas disuntas capecies difieren en la forina en como responden a

su medio, de tnl manera gue su campor!

miento tambien o es. St a tods esto sumamas ia pérdida de
alyuna funcion por el dano cerebral, sea cunl fuere su origen, ¢l fenomenn impliea y, de hecho, activa

los procesus phisticos, como lo indico Paul Bach-y-Rita:

El cerebro de las mamiferos es pldstico, este
puede ser recuperado por medio de respuestas morfolégicats y fisicldzicas ante el dano”, posteriermente

o) mismo Bach-y-Rita junto con Rosenzwei

ren 1980 postuliaron que “La recuperacién de funcienes
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perdidas por e! dafio cerebral, incluye el restablecimiento de una funcién, a la vez que su incremento
produce cambios en algun nivel del Sistema Nervioso Central (SNC)™.

A) Aspectos histdriens de ln Plasticidad_Cerebral. Concepto.

Baldwin y Poulton (1902) definieron a la Plasticidad Cerebral (PCj como Ia propicdad de In
sustancia viviente o de un erganismo per la cual, al ser alterado, produce cambios de las condiciones
de vida.

Sin embargo, hasta prineipios de este siglo, Ia investigacion dedicada al eonocimiento del
funcionamiento del cerebro era fundamentalmente localizaciomsta, Un discipulo de Shepard fvory
Franz, inspirado cn los trabajos de Broadman, inicid ta busqueda de un cambio anatémico, responsable
de un proceso tonductual o cogmitivo. Este investigador era Karl § Lashluy, cuyu obra se ubica entre
1914 y 1960. El inteio de aus trabajos tiene una primera publicacién representativa, donde se reportan
los resuitados de un experimento hecho con ratas cn el que se entrend a los animales para resolver
laberintos en base a la adquisicion de patrones de discriminacidén de brillantes de las paredes Jde dstos.
Cuando los sujelos ya habian aprendido, se procedia a practicarles una lesion en las dreas visuales
(Lashley, 1917 citado por Palacios, 1987). Despues de practicada ésta, se procedin n evaluir los eftctos
del dnfie sobre la ejecucion de 1o turen aprendida. Loy resultados indienron que no solo ne se sfectabn
totalmente la ¢jecucion de Ja taren, sino que en poco tiempo ésta era readquirtdn. Contrariamente a
lo que podrin esperar de acuerdo it la orientacien de sus trabajos, Lashley encontro que habia
rendquisicidn y reorganizacion de la funcidn. Su obra "En buscs del engrama’”, publicada en 1350, no
obstante de que se tratn de una obra emineatemente localizacionista, I fundamenta un coneepts muy
plastico, ya que el cambio que seri responsable del aprendizaje o de la memeria es, precisamente, un
cambio en la funcién del SNC, y se trata de un cambin anatémico, quimico y fisiolégice (Palacios,
1987).

En los aitos treintas y cuarentas, In discusion del términe plasticidad se limité en ol origen y
en el papol de Ta evolucion.

- Konorski (1948) distinguio a la PC eomo un cambin en ¢l SNC de caructeristicas duraderas en
contraste con la exaitabilidad la cual representa an cambio womentzines,

- Bach-y-Rita (1980) describio la PC conio la capacidad del SNC para medificar su propia erganizacidn
y funciones.

- Gollin (1981} indicd que 1a PC se refiere a las posibles rangos de variacion en ol fenotipe gue purden

ocurrir en el desarrollo de un individuo.
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- Kolata (1982) senald que la PC se lleva n cabo medinnte internceiones nerviosas intrinseens y
extrinsecas de tal modo que el cerchro se proporeione nsi mismo ln posibilidad de recuperar las
funciones perdidas que han sido proveendns por o] dufio que no rebasa al umbral de 1n imposibilidad
de respuesta ante si mismo, llegando asi al conocimiento de poder determinar lns positalidudes de
Tecuperacion en cierto grade, ademiis de poder nducir esta medinnte ol empleo de sistemas
terapduticos, coneluyendo que no 56lo el cerehro retiene I mmima capacidad de desareallo y eambios
a travds de In vida, sine mantiene la eapacidad de restavrarse un espacio dafaedo.
- Sigman (1982) desceribio el concepto de IPC como la capacidnd que presentan los organismos de
modificarse por la accion del medio ambiente.
- Nieto {1982) considers que el Lirmino plasticidad ~¢ reficre il eapneidad del SN pora cambinr en
respuesta a presiones ambientales, lesiones o muedificaciones en ol estado interne del organismeo.
- Lerner (198:4) se refiria al termine plasticidad como los pracesos por los cuales se desarrolla una
capacidad para modificar una conducta y ajustarla a las demandas ambientales.

La ambigucdad de lns definiciones y conceptos sobre la plasticidad y en particular de la PC

por el mamenta, reflejan Ia falta de conocimivnto de ln mayoria de Jos procesos que rigen al fenomenao.,

B) Evidencins de la Plasticidnd Cercliral,

A Ta fechn, son muchas Ins evidencius que indscan In recuperacion de funciones que han sido
perdidas despuds del dano cerehral. Los trabajos yon mencionudos de Lashley (1317) son un ejemplo,
En estudios mucho miis recientes, Miller y cols. (1976) encentraren que lesiones cerebrales en monos
interfieren en el eontrel del movimients, preduciindeles temblor. Se observd que durante la
recuperacién, nlgunns funciones que dependen fandamentalmente de Ia cortezn sensorinl, se ven
involucradas en el procesn, observindose que ln posicien de los miembros adquirin una gran
importancia y era fudamental en lu recoperacidn, principalmente parn minimizar €] temblor,

S el Laboratorio de Plasticidud Cercbral de 1o Facultad de Psicologin, UNAM se hon

encontrado evidencins de la recuperacién de funciones perdidas por ¢ dafio eerebral. Trabajande con

¢l modelo experimental de hemiparesia, Mirandn (1936}, y Cardona y Varelo (1085) encontraron que
fas secuclas del dado del 805 de lus fibras de la Capsula Interna (C1) de la rata, remite aproxinida-
mente en tres meses, que €5 un periodo de tiempo igual al 107 de 1o vida de la rata, Este tipo de
recuperacion ha sido definida en términos de Recuperacion Pasiva t Palacios, 193877 Tal parece que ésta

recuperacion se ve nsociada a un incremento paulatine de 1a actividad del sujeto despuds de la lesion,
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Si ln actividad es interrumpida y los animales son mantenides en restriccion de movimients, las
secuelas hemiparéticas se acentian y pueden hasta volverse irreversibles tCardona y Varela, 1985).

En el caso de pacientes humanos, existe un buen nimero de easos que pueden ejemplificar ia
recuperacion funcional pasiva. Moore (1880) cita el caso de un paciente que quedd cuadrapléjico
después de un Accidente Vascular Cerebral tAVC), y que fué trasladado n una cabadin en las montanas
para que pasara un periedo de tranquilidad. Ahi el paciente se empezé a artastrar por el pise
rehusdndose a ser tratado como un invilide y mas adelante se dedico o trabajar en el jardin de ln
cabafin. Tiempo despuds recupers el movimiento, de tal forma que de arrastrarse pudo caminar erguide
con el apoye de un baston. Brodal, en 1973, reporto los efectos de ln terapin de recuperacion que ¢l
mismo se administrd después de un AVC, encantrando que s posible recuperarse. Basmajian (1974}
Lratd pacientes con alteraciones nedromusculares, por medio de terapins de retroalimentacidn biolsgica,
encontrando que después de varias sesiones eran capaces de controlar voluntarinmente las funciones
ariginalmente afectadas.

En el Laboratorio de Plasticidad Cerebral de In Facuitad de Psicologin de In UNAM también
han sido tratados pacientes con alteraciones nearomusculares, que en su mayoria hon tenido secuelny
de accidentes vasculares. Mediante 1a aphicacion de Ia Retronlimentneion Biolégien, una paciente de
78 anos que sufrin de hemiplejia tuvo una recuperacion importante después de tres semanns de
tratamiento. De 1n misma forma, un puciente hemiplejico de 56 anos de cdad que habin sufride un
Accidente Vaseular Cerebral tAVC) recuperd sus novimientos despugs del mismo tipo de entrennmicn-
to.

Estas y muchas evidencias mais (Bach-y-Rita, 1980, Balliet y Bach-y-Rita, 1981: Brudny, 1976,
por solo mencionar algunas) parecen indiear que la recuperacion de funciones perdidas por ol dafio
cerchral, es un factor que bien podria ser aprovechado en el cuso de las funciones neuromusculares,
en términos de rehabilitacion, si ademads es reforzado con la aplicacién de los métodos utilizades en
los modelos experimentales,

C). Meeanismaos plasticos involuerndos en Ia recuperucisn funcional despuds del daio cerebral,

Existen diferentes teorias que tratan de explicar ¢} fendmeno de recuperacion de tunciones.
Unn de ellas es 1a teoria de la equipotencinlidad o de I accion en masa. Se postula que Ia responsable

de In deficiencia funcional o alteracién ¢s 1a cantidad de tejido removido, de In misma manera es la

T ble de la ifestacion permanente o temporal de dsta incapacidad; siende independiente de
1a zona y funcién afectada (Lashley, 1938).




111 Plasticidad cencbral.

Desde el punto de vista anatémico, existen algunos procesos que bien podrinn explicar el
fenémena de la Plasticidad Cerebral. Uno de ollos es

1 retorio regenerativo que fué reportadeo por Cnjul
en 1928 en el Sistema Nervioso Periférico. Raisman (1973) demostrs In regeneracién de axones en
células nerviosas ndultas estudiando ¢l septum del cerebro de la rata. El septum recibe dos tipos de
flujo nervioso: uno circula a lo lurgo de 1a fimbr

que son Ins aferencing provenientes del hipoeampo;
¥ el otro circula en ¢) haz mediano anterior, Raisman ohservd que cuando seccionaba uno u otro haces,
las células del septum dejaban de recibir los influjos nervioses vehiculados por ol haz cortado. Unas

semanas después ohserve que las sinapsis que habian dejnda de ser funcionates a causa de la seccion,

estaban ocupadns ahora por unas prolongaci

ies emitidas por 1as células del haz que habia

permanecido intacto. Esto revela que algunas neuronias cerebrales de un mamifero adulto sen capnees

de reconstituir nuevas conexinnes tras ta lesion. Pero nun no se sabe con certeza si a éste crecimiento

de nueves axones cabe un cometido cierto en ta

cuperacion funcional pasiva,

En otros trabajes, llevados a caba por Stricker y Zipmond (1976), se demostré la existencia de
otro proceso inherente a la recuperacion. Estudinndo las dificultades para beber y para comer de ratas
con lesion en cf hipotdlamo lateral o en la via nigrostrintal, encontraren que la recuperacion ne se basa
en una regién en particular, sino que demostraron que en éste case se produce gracios n modificaciones

biequimicas importantes de algunas Gbras nerviosas dejadns 0 salve (yn que una pérdida del 10075 de

las fibras ¢s imposible de lograr mediante cirugin) y de sus objetivos en ¢} cuerpo estriade. Las pocas
neuronas que quedan intactas aumentan entonces la frecuencia de su influjo, aumentan la sintesis de
su neurotrunsmisor, ¢ incrementan también Ja cantidad de neurotransmisor liberada sobre ¢ objetive
a cadn desearga de influjo nerviose, Se nfinde a ésta actividad bioquimica el hecho de que en lns
<élulns receptoras del cuerpa estriado nparcce una hipersensibilidad al neurotransmisor, en éste enso
1n dopamina, ya que hace falta mucho menos cantidad para excitar o la membrana,

Dunneit y Bjérklund (1987) en su

s estudios hechos con ol modelo de fn enfermedad de
Parkinson, hallaron que los transplantes hechos en el locus niger del cerebro de 1a rata, presentsn una
proyeccién de fibras bastante pobire, infirior 2 L observada en o) sisloma intacto. Pero Ia recuperacion
funcional de los animales s total en L prucbu de rotacion. Al hacer ol antlisis bioquimico, los aulores
encontraron los mismos resultados que habian hallado Stricker y Zigmond {(18975). A partir de éstos
resultndos, los autares sugieren la existencia de un mecanismo de compunsacion que pedrin tener lugar
en el cerchro despuds de efectunda una lesion y que: las edlulas injertadas podreian ser ¢l usiento 8¢ los
camhbios bioquimitos yn mencionados. Este ne «s exclusiva de In rata, se observan medificaciones
importantes durante la evolucion de ln enfermedud de Parkinson en el hombre. Los sintomas de ln

enfermedad no se hacen evidentes tds que cuando el cerchro del enfermo bn perdido slrededor del
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70% de las neuronas en cuestidn. iasta entonces, Ins modificaciones bioquimicns de las fibras
supervivientes y de las células objetivo han compensadn ensi complotamente las pérdidas.

Sin embargo, existen infinidad de enfermedades neurolégicss que no pueden recuperarse
espontaneamente. La lesién de los eircuitos que unen al septum con el hipocampo produce detrimentos
permanentes en la memoria y el aprendizaje de la rata. En el hombre, la enfermedad de Alzheimer
no es paliada por modificaciones bioquimicas de las células intactas ni por sus objetives, Esto implica
que quizd algunos tipos de lesiones cercbrales son irreversibles, mientras que otras pueden ser
fdcilmente recuperadas; o bien, que ¢l mecanismo de compensacién involucrado es disparade por
factores no bien conocidos nun.

Laincapacidad para generar nuevas ncuronas en el SNC s evidente. Aunque esto ocurre, cada
‘neusona conserva su capacidad para formar nuevas extensiones y nUevAs conexiones sindpticas. Asi,
aunque el cuerpo de !a célula es un componente relativamente fijo dentro de cada centro del SNC
adulto, con un estimule apropindo éste puede tener la capacidad de regenerar sus circuitos, yn que los
circuitos sindpticos que sc forman con Ins expansiones de otras neuronas estiin sujetos a eosa
modificacion continua. El estimulo puede ser una perturbacidn, como lo es un trauma o una alterncién
metabélica, o uno mas sutil, como lo es el aprendiznje de uns nueva tarea o conducta, asi como un
injerto de tejido neuronal embrionario (Catman, 1989). De tal manera que los estudios de PC pueden
ser clasificados dentro de dos categorins generales: (1) Estudios que adoptan o "mdtodo de lesién
experimental” con ls investigacion de las efectos de lesiones cerebrales en el SN de los organismos, y
Ia recuperacién en el SN desde una condicidn “patoldgien” inducidn experimentalmente{Cotman y
Nieto, 1982): y 2] Los estudios que evaluan los efectos de ln experiencia en el SN, en donde "In
experiencin puede ser la aplicacidn de estimulncidn eléctrica en uhu o muis porciones del SN o puede
involuerar un mejoramiento en el medio ambiente fisico y/o munipulaciones medio ambientales
sociales, Grenough y Green, 1981 (Lerner, 1984) y recientemente los estudios de Ja recuperacion de
ciertos procesos cognoscilives mediante los transplantes de tejide cerebral fetal (Bermudez y cols.,

1987; Aguilar, 1991). Para intentar explicar ¢l proceso de recuperacion se propenen dos mecanismos

pldsticos importantes: brote axénico y renovacion de sinapsis:

1. Brote axénico.

Elbrote axonico se define como un proceso de crecimiente y formacion de axones o terminales
derivados de neuronas no daiadas. Seguin ¢l punto axénico de origen del brote, se distingue entre
brotes terminales o ultraterminales y brotes colaterales. Los brotes terminales o ultraterminales son

prolongacionas del terminal presindptico: los colaterales surgen como una nueva rama del axon,
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independiente de otras terminaciones nerviosas que hubiera ya. Cuando el brote colateral se origing
en un nédulo de Ranvier de un nxén mielinizado recibe la denominacion de brote nodal, si el brote se
origina como continuacion renovada del mundgn de un axon seccionade se denomina regencrativo
(Nieto, 1985; Cotman, 1989). En algunas ocasiones este término suele confundirse con ¢! de
regeneracion, sin embargn, éste es una variante del brote axonico distinguicndose en que In
regeneracion es un praceso por el cual lns neurenas lesionadas por un traumatismo hacen volver a
crecer conexiones hacia el drea que inervaban previamente (Kolb v cols, 1986). [n regencrncion se
produce de forma comuin en el Sistema Nervioso Periferico (SNP), donde las neuronns sensorinles y
moteras envian fibras nuevas para volver a inervar sus objetives previos, Se cree que Ins célulns de
Schwann, 1as células que proporcionan la mielina en la- fibras perifériens, se multiplican y forman un

tuba o tinel que guia a las fibras que «

tun regenerando haein su desting adecundo. En tanto que
en ¢l SNC In regenerncion noe se lleva a cabo, 3

1 que tos oligodendrocites que forman {n miclina no
proliferan y ademis porque In cicatrizacion pucde bloguear el nucvo crecimiente.

Cuando los nxones del SNC son separados, la coneetividud Tocal puede ser restublecida por el
crecimiento de procesos celulares dafades o por In ectension de broles colaterales de neuronas
adyacentes no dufiadns. Los axones seccionndos crecen griandes distancins en el SNP y en SNC do
peces ¢ inveriehrados, en los mamiferos Jos axones del SNC raramente crecen mds que unos pacos
milimetros a través del drea dafinda. Ramén y Cajal atribuyé esto al ambiente "inhospito” del SNC,
En efecto, parece ser que los axones de! SNC de marmsforss tienen 1n habilidad de elengarse distancins
sorprendentes cuando se presentun con e) medio celutar apropindo.

Las conexiones neuromusculires del manrnfero ndulte se pucden regrencrar después de que el

nervio ha sido seccionado. Los extremos de los axones cortados experimentan unn transformacidn en

conos de erecimiento y se abren eamino hacin ¢l musculo denervado. Alli forman una sinapsis

preferentemente en las zonas en que existinn las sinapsis onteriores, zom

que estitn marcadas por

un cardcter especial de la limina basal siniptica. Mientras que evidentemente la Jamina basal
sindptica causa b formacidn de una terminacion sindptica estable en el axén en crecimients, otros
factores pueden producir unn transformacion contraria y provocar el desarroilo de conos de crecimiento
a partir de una terminacién adulta. Dichos foctores desempeiian un papel importante en la
regeneracion de las conexiones neuromusculares después de que se han destruide algunas de las
celulis nervivsas, que inervan un musculo, Kn estas circunstancias, las lilros musculares degeneradns
segregan un fuctor difusible que estimula In formacion de nuevos conus de crecimiento a partir de las
terminales nerviosas sobrevivientes de las fibras musculares inervadas vecinas, Los brotes crecen

hasta reinervar las fibras musculares degenceradas (Mrown y cols,, 1981 Lethuillier, 1987),
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Los substratos sobre los que se desplazan los conos de crecimients en el animal vivo no estdn
bien caracterizados, y la mayor parte de los factores que gufan a los conos de crecimiento en su
desarrollo normal y controlan su ramificacién ain estdn mal comprendidos {(Wessells, 1980). Los conos
de crecimiento de algunos tipos de neuronas también se guinn por moléculas quimiotdetiles como el
Factor de Crecimiento Neurviose (FCN). Ademas de ser guiado por las internccionss de contacto, un
conode crecimiento es susceptible a los efectos de las moléculas disueltas en Ia sustancia extracelular.
La supervivencia y crecimiento durante ¢! desarrollo de ciertos tipos de células nerviosas dependen
del FCN, que se suponc estd segregado por las células diana de estas células nerviosas (Levi-
Moltaneini, 1979).

La identificacion quimica del FCN, como In primera de las multiples substancias que han de

ser d biertas y que probabl te han de regulnr el desarrolle neuronal, ha hecho posible el inicio
de un andlisis de su accidn a nivel molecular. Aunque se han llegado a comprender algunos de los
mecanismos para la formacidn de sinapsis en algunas partes del SNP, estnmos nan lejos de este
objetive en el SNC (Ebendnl y cols., 1880).

I1. Renovncidn de sinapsis.
Las cambios en ¢l nimero y In clase de las sinapsis, esidn mediades por un proceso general

denominado ri 161 de las si is, que consta de cuntro ctapns:

1. Desconexidn de los viejos contactos sindpticos,

2. Iniciacion y crecimiento de nuevas terminales axdnicos,

3. Formacidn y establecimiento de nuevos contactos sindpticos,
4. Maduracién de las nuevas sinapsis.

La renovacién de sinapsis en el SN maduro es un proceso {isiolégice normal del organismo,
ademds de que es evocnds por estimulos gue no entran cn el desarrollo normal de éste. Cuando la
renevacién de sinapsis es evocada por estimulos que ne provocan dafo ni lesién, recibe el nombre de
natural o espontdnea para distinguirla de la producida por lesiones, en cuyo casa recibe el nombre de
singptogénesis reactiva, sicndo ésta un proceso particular de la renovocicn de sinapsis (Cotman y
Nieto, 1984; Cotman y Anderson, 1989),

Un ejemplo de estimulo que no provoca dafio, pero que pucde evocar la renovacién sindptica
natural ¢s el uso de ambientes para evatuar los efectos de la experiencia en ¢l SN, En 1979 Phys y
Woeiss colocaron ratones adultos durante 17 dins en condiciones de Ambiente Rico (AR), los resultados
mostraron un incremento del 23% en el nimero de espinas dendriticas de las células de Purkinje,

superior a lo observado en los corebelos de ratones colocados en ambiente pobre, En 1978, Uylings y
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cols. observaron un incremento de las ramificaciones dendriticas por arriba del 10% en la corteza
occipital de ratas que se mantuvieron en condiciones de AR (Cotman y Nieta, 1984). Sin embarge, ante
Ins dificultades técnicas para demostrar la renavacion espontdanen de lns sinapsis, las investigaciones
se han centrade cn los sistemas en los que dicha renovacién se inicia mediante los estimulos
experimentales que provocan lesién.

Al lesionar unilateralmente ¢n la corteza entorrinal se presenta la perdida del 80% de las
sinapsis en los dos tercios de la copa molecular del gire dentado del mismo lade que In lesién, Esa
pérdida masiva del aferente (deaferentacion) constituye la seial que inicin la restitucién de las
sinapsis y conduce a la reorganizacion de los circuitas del hipocampo. Las nuevas sinapsis se forman
a partir de brotes de los axones no afectados por la lesion. Asi, In proyeccién entarrinal precedente del
lado opuesto al lesionado (contralateral) y lns fibras procedentes del septum, ombas inicinlmente
débiles en la zona dafiada numentan hasta ocupar aproximadamente toda In mitad externa de la copa
molecular, los axones precedentes de las células piramidiles del hipocampo, que inicialmente ocupaban
sélo e} tercio interno de In enpa molecular, se expanden hasta cubrir casi la mitad de ésta. El proceso
de sinaptogénesis reactiva comicnza a los tres o cuatre dias despuds de 1a lesion, cuando aparecen los
primeros brotes axénicos y alcanza su miiximo desarrollo entre los 15 y 20 dins, no concluye hasta dos
o tres meses después. Este proceso no se restringe o las zonas directamente afectadas por In lesidn,
asi, entre 2 y 10 dins después de producitdn la lesién, ¢ 227 de las sinapsis existentes on la eapa
molecular interna de 1a fascin dentata ipsiluteral experimentan un ciclo de renovacién. Un fenomeno
similar, aunque muche mas lenlo se observa en ln zona anilogn del hemisferio cerebral apuesto.
Ninguna de estas drens del hipoeampo recibe proyectiones de la corteza entorrinal y los ciclos de
renovacion sindptica parecen scr una respuesta compensatoria de las neuronas granulares a In pérdida
de aferentes en la parte externa de su drbol dendritico. El fenémens transciende las sinapsis de lns
neuronas afectadas: las sinapsis formadas por los nxones de los ¢élalns granutares con las nevronas
piramidales del hipacampo experimentan tumbién un pronuncindo ciclo de renovacién en respucsta
ala lesién. Aunque los principios de ln sinaptogenesis reactiva han sido cuidudosamente definidos en

la for ién hip pal, otras regm del SNC tambicn poseen la cnpocidad para ln renovacidn de

las sinapsis después de unn dencrvacion parcial. Las mismas reglas basicas que gobiernan a la
plasticidad en la formacion hipocampal se aplican a dreas tales como ¢l nicleo septal y Ia fimbria-
fornix. En el nicleo septal lateral, una transeecion fimhrial provoea sinnptogénesis renctiva: sin
embargo, In pérdida de aferenies es reempluzada preferentemente de manera homeot{piea por fibras
de ln fimbria contralateral. Con una transeccién Mmbrial hilateral, las sinapsis en ¢l septum son

reemplazadas posiblemente por un procese heterotipico, pues es ain desconocida la fuente de las
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aferencias. 5i la imbria-fornix o el cercbro medio anterior ¢s transectado, la pérdida de sinapsis por
\

lasneuronas mediassonr 1 das por sinapsis heterotipicas de las remanentes aferentes.
En las dreas motoras de) SNC tambié¢n se demuestran los principios de brote axdnico y sinaptogénesis
reactiva. El niclea rojo estd implicado en ¢l control de los mavimicntas voluntarios y reflejos, y con
este fin se proyecta hasta la médula espinal. Las neuronas magnocelulares del nucleo rojo, de tamaiio
notable reciben dos tipes de aferencias muy distintas. Las aferencias de la corteze moetosensorial
terminan en la porcidn distal del drbe! dendritico; las provenientes del cerebelo acaban en ¢l cuerpo
celuler. Si las aferentes cerebelares se interrumpen, las aferentes sindpticas de las ncuronas
magnocelulares son reemplazadns por sinapsis de nferentes corticales. Las entradas del cercbelo y In

. corteza motora normatmente ticnen una distribucion distinta a lo large de las neuronas: ias aferentes
cerebelares terminan en el soma y las dendritas proximales; las sinapsis de las aferentes corticales en
laa dendritas distales. Después de una lesion en las vias cercbelar-rubral, tanto las medidas
electrofisioldgicas como las ohservaciones morfoldgicas demuestran que las nferentes corticorubrales
brotan y ecupan fa zona vacante dendritica mas proximal por las ofcrentes cerebelares dafindas, El
rearreglo sindptico en el ndcleo rojo puede ser inducido en la nusencia de lesiones directas, en
respucstn a una inervacién cruzada de los nervios flexor y extensor del miembro anterior. De dos a seis
meses después de la inervncidn cruzada, o transmision sindptice es realzada en el nucleo rojo,
mostrando propiedades consistentes con las nuevas sinnpsis adyncentes (proximales) ¢n el sema. Un
efecto similar se produce en respuesta al condicionamicnto cldsico de Ja fMexidn en funcién de o
estimulacién eléctrica del nucleo rojo. Los dates sugicren que la inervacion de fibres corticnles de Jas
dendritas distales del ndcleo rojo brotan terminales adicionales que forman sinapsis a lo largo de
regiones de las dendritas mds proximales a los cuerpos celulares durante In adquisicion de respuestas
aprendidas, Estos estudios sugieren que el remplazamiento sindptico provocado por las lesiones puede
formar algunos de los mismos mecanismos de la renovacidn sindptica inducida cunnde no hay daie,
Es necesario cnfatizar que estos mecanismos ocurren naturalmente, y las intervenciones que provocan
1a regeneracién toman Jugar de nuevo un ontecedente del crecimiento reactivo (Cotman y Anderson,
1989).

Asi, Scheff, Benardo y Cotman (1978) determinnron que neuranns adrenérgicas de ratas
senescentes retuvicron la capacidod de ramificarse despuds de daar el dren septal y el giro dentado,
pero en niveles muy bajos. "La Plasticidad neuronal ha sida demosvrada por varias aferencias
hipocdmpicas que retofian solamente bajo ciertas condiciones despuds de haber sido scecionndns
selectivamente” (Bjorklund y Stenevi, 1976; citados por Crutcher y Collins, 1982). Cotman y Scheff

{1979) concluyeron que la extension de las provecciones comisurales y las conexiones después de
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provocear lesiones en la corteza entorinal de ratas viejas y jovenes, fucron significativamente menores
en el grupo de ratas mas viejas. Bregman y Goldberger (1982; citados en Miranda, 1985) encontraron

tnmbién que aunque ¢l dano de médula espinal en gatos neonatos tuvo distintes cfectos en diferentes

vins inales, 1as pr 1 corticoespinales exhibieron plasticidad anatémica en vias en donde In
médula espinal experimenté una degeneracion rotragrada masivi. Sin embargo. ningune de estos
cambios ocurrieron on los gatos adultos.

Venable y cols, (1889) reportaron que la estimulicion positiva en ratas antes de nacer y en
neonntas, inerementa los segmentos dendriticos tanto en numero como en longitud sugiricndo vstos
resultados que el cerebro dendritice es nuis flexible y plastico, mientras mas joven sea el individuo,

pucs 8 medida que este envejece los resulindos se manifiestan de maners mas pobre,

La formacion o la eliminacion de una sinapsi= es5 un acontecimiento cuyns consecuencins
pueden perdurar durante toda la vidit. Adeniis, el cjemiplo de In union neuromuscular dentaestra que
Ia formacién de sinapsis puede estar regulada por la actividid ebeetrica. Aungue los estudios del SNC
son mucho mds dificiles, existen razones para creer que también se pueden aplienr o é1 principios
similares. Tanto en ef SNC camo en el SNP, parece que ¢l putron de conexiones simipticas es plistico;

g experiencin puede ir moldeando, estimulando o inhibiendo by actividod ¢

trica de forma que puede
ejercer una influencia duradera sobre los putrones posteriores de compartamiento. De estn manern,
el SN puede estar dotado de una memoria a largo plaze. Aungue estd generalmente ndmitido que in
memoria depende de los cambios sindpticos, aun no queda elure hasta que punto estos cambios se
producen a gran nivel, a traves de alteraciones de la estructura neurenal visibles al microscopio, y
hasta qué punto implican modificaciones mas sutiles que alteran la eficiencia de la sinapsis, sin variar
su geometrfa. Se han deserito ensos evidentes de plastividad n ambos niveles. Indudablemente, los
cambios estructurales son importantes pars nlgunos efectos u largo plazo, pero requieren demasindo

tiempo para explicar In memoria a corto plaze en la escala del tiempo de minutos u horas. Se cree que

los cfectos a corto pluzo dependen de 1a regulucion de los les ignicos (Psukahara, 1981).
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V. Efectos del ambicnte sobre ol sistema nervioso.

1V, EFECTOS DEL AMBIENTE SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO,

A) Scbre el cerebro intacto,

Los estudios scbre el uso de nmbientes enri idos producen bios considerables en el

Sistema Nervioso Central (SNC), esto hn sido cbservado desde hace nigunos ados. En In actualidad,

1a recuperacién del dadio cerebral inducida por el ambicnte, s un procesa que permite visunlizar In
restauracion de funciones después de lesiones en el SNC.

Probablemente, e! primer cientifico en cuantificar cambios en el cerebro coma resultado de la
experiencia fue Michele Gnetano Malacarne en 1780. El empled en su estudio dos perros, dos loros,
dos carpas doradas y dos mirlos, eada par de ellos de In mismna camada o nidada. Entrené un miembro
de cada par durante un largo periodo, ¥ el otro miembro na fue entrenado. Posteriormente sacrificé
a los animales y examiné los cerebros, concluyendo que hubo mis pliegues en el cerebelo de los
anitnales entrenndos que en aquellos que no lo estuvicron. En el siglo XIX hubo un considerable
interés en relacionar 1a talla de la cubeza humana con la hahilidad intelectual y el entrennmiento. En
1870, Paul Broca, médico y antropélogo franceés, compard In circunferencia de 1o cnheza de estudinntes
de medicina y enfermeros, determinondo que los estudinntes tuvieron nuis grande la circunferencia
de 1a cabeza. En vista de que los dos grupos de hombres jovenes fueron iguales en habilidad, el
coneluyd que ias diferencias en la circunferencia so debian a las diferencias en @) entrenamiento o I
experiencia. Al comienzo del siglo XX los investigndores no pudieron demostrar que In experiencia
provocaba cambios en el groser anatémico del cerebro, debida o In falta de técnicas adecundas que
permiticran cunntificar tales cambins, por lo que este tipo de investigacion fue abandonndn durante
nlgin tiempo. Con el desarrollo de técnicas e instrumental biogquimico en los nilos 50's, algunos
investigadores pudieron detectar y cunntificar cambios en las sinapsis que transmiten impulsosde una
célula nerviosa o otra, asi como cnmbios en los dcidas nucleicos {RNA y DNA) de Ias células nerviosas
(Rosenzweig, 1972).

Mark R Rosenzweig (1972), ba realizado estudios sobre los elictos que el ambiente gue rodea
al sujeto ejerce sobre el SNC. Para esto, se cansideraron tres tipos de ambientes: Rico (AR), Estandar
(AE) y Pobre (AP). La diferencia entre cadn uno de éstos estii en In cantidad de estimulacién de Ia
actividad que recibe ¢l sujeto. El autor propone que ¢sto es muy subjetivo y asi entonces sicmpre se
puede clasificar el ambiente con respecto a un medio de estimulacion dado, o) cunl se consideraria
como AE. En éste caso, trabajnndo con ratas, ¢} AR consistié en una gran jaula metalics de

dimensiones nmplias con diferéntes objetos en su interior para que los animales jugaran con ¢llos:
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V. Efectos del amhiente sobre e sistema nervioso.

ruedas de actividad, balancines y escaleras; siendo cambiados cada dia n razén de cinco objetos hasta
obtener un total de 25. El AE se constituys con cijas de bisterio normales que alojnban tres ratas cada
una. Finalmente, el AP consistio ¢n cajas met:ilicas obscurecidas con muy poca estimulacisn.

Los sujetos permanecieron en sus condiciones respectivas durnnte 120 dias y poesteriormente
fueron sacrificndos. Al hacer el analisis histologico, asi como el bioquimico, se encontraron cambios en
¢l peso del cerebre, siendo mayor en los animales que permanecieron en AR, con una variacion del 4
al 10 % mayor y mds evidente en la cortezn occipitnl, S¢ encontraron tambien cambios en la eentidad
de acetilcolinesterasa (ACHE) y en ln de colinesterasa tACH), con un incremento en ln ACHE y un
decremento en la ACH, ademiis de un incrumento en ol tejido glinl. Se reperta también un incremento
en el numero de espinas dendriticas en In cortesn cerebral, los cuerpos celulares y los nicleos fueren
significativamente mayares, lo que indica mayor metabolismo, hube un incremento también en el
tamafio de las dendritas basales; existio tambicn un mayoer numero de espinas dendriticas por unidad
de espacio, tanta de basales comao oblicuas, pere no asi para los apicales. Todo ésto vn los individuos
que permanecieron en ARy an Ia comparncion con los de AP,

En un estudio posterier, se hallé aia mayor densidad y extension sindplicus entre las
neuronas, ademds de encontrarse diferencins significativas en las mediciones de ARN y ADN entre
ratas mantenidas en AR, AE y AP, siendo mayor ln cantidad de éstas moléculns en ¢l primer grupo
(Bennett y Rosenzweig, 1979; Greenough, 1976).

Continuando con csta linea de investigacion, Volkimar y Greenough (1972) cuantificaron ¢l
porcentaje de material dendritico en las nenronas piramidaoles de o cortezn visuul de sujetos colocados
en AR, y en aquellos colacados en AP; en lus sujetos colocades en condiciones estdndar de laboratorie,
¢l percentaje de material dendritico que se observd fue menor que en ¢l grupe colocade en AR, pero
maoyor que en cl grupo colocnde en AP. De 12 misma maners, lns ratay que se mantuvieron en
ambientes complejos (enriquecidos) mostrnron un incremento en la capa cortical de glia y ¢n Ju sinap-
sis, un aumento en e} tamano de los cuerpos y nicleos neuronales, asi camo un incremento en el
numero de espinas dendriticas en la corteza visual, cuando se colocaron en condiciones de AR después
de haber permanecide en condiciones de aislumiento y oscuridad (Kuplan, 1988).

En 1984, Rosenzweig identifico que 1a capncidad de los camhbios neurales pldsticons no solamente
se dieran ¢n las primeras etapas de la vida de los individues, sino n través de ésta, Inicintmente realizd
sus estudios en sujetos jovenes (aproximodamente 20 dins de edad en la rata), debide n que 6!
consideraba que el cereliro ora mis plistico en us ratas jévenes que en Ins viejas. Posteriormente tomé
en cuenta sujetos de distintas edndes 3 los colocsé en diferentes nmbientes para determinar Ins

diferencias tipiens en ol cerebro. Las diferencias en ¢l peso cerebrad, fueron notables cuinde ratas de
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IV, Efecios del nmbicnte sobre ] sistema nerviona,

289 dias de edad que se habian mantenide en condiciones estindar de laboratorie fueron colocadas en
AR o AE durante 15 dins o mds, desarrollandose mds ripidamente en lns ratas jovenes que en las mds
vigjas,

Resultades similares fueron reportados par Ferchmin y Eterovic (1980), quienes determinaron
que cuatro dias consecutivos en periodos de unn horn de exposicién a AR fueron suficientes para
incrementar significativamente el peso de la corteza occipital en ratas jévenes. Posteriormente
establecieron que periodos de 10 minutoes, durante cuntro dins consecutivos de exposicién a AR
causaron un incremento considerable tanto ¢n ¢l peso como en ¢l contenido de RNA en la corteza de
ratas j¢venes, pero que estos periodos fueron poco efectivos en ratus de 90 dias de edad.

Uylings y cols. (1378 a, b) colocaron ratas de 112 dins de edad en condiciones de AR y AE
durante 30 dias; cl anslisis de los sujetos mantenidos en condicion AR mosirg un incremento
significativo en tos braros de los segmentos terminales de las porciones basales de los drbales
dendriticos de ias capas !l y 1] en neuronas piramidales de la corteza visunl.

Resultados similares a los anteriores fueron reportados por Juraska y cols. (1980) despugs de
cclocar a ratas de 145 dias de edad en condiciones de AR y AE durante 84 dias. Ellos observaron que
tanto los brazos apicales ablicuos como 1as dendnitas basales terminales de Ia capa N1 de neuronas
piramidales de In corteza occipital fueron signifientivamente mas largos en 10s sujetos expuestos n AR,
asf como un incremento significativo en el nimero de dendritas de primer orden de 1a capa IV,

Flocter y Greenough concluyeron en 1979, despuds de colocnr monos jovenes en ambicntes
aislado, restrictivo y social, que ¢l cerebro en ¢l mono ndulte  experiments cambios debidos u la
influcncia del ambiente enriquecido ¥/o especial.

En 1979, Glick y BandarefT, al comparar ratas de tres meses de edad con ratas de 24 meses
encontraron que en los sujetos mds viejos hubo pocas sinapsis ¢n el giro dentndo granular, al parecer
tn capacidad de las ncuronas de regenerar conexiones perdidas declinan con el tiempo, ocasionande
Ia poca cantidad de sinapsis presentes en las ratas mas vicjas.

Connor y cols, (1980) examinaron las capns I1 y 111 de neuronas pirnmidales de rutas viejas
despuds de 30 dins de haber permanecido en umbientes complejos o sociales, haciendo una analogia
con log estudios anteriores, el ambiente complejo corresponde al AR. Los resultados mostraron que en
un grupo de ratas de 444 dfas de edad no hubo cfectos sigmificativos: en ratas de 600 y 630 dins de
edad fas diferencias significativas aparecieron solamente en la longitud de las terminaciones
dendriticas de sexto orden, lo cual ocurris en una frecuencia promedio de menos de 0.5 por neurona
(Connor y cols,, 1981), y en ratas de 100 dins de ednd, las neuronas tuvieran un 30% de perdidn de

material dendritico en comparncién con aquellas de 90 a 600 dias de edad (Connor y cols., 19810
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Green y cols. (1983) colocaron ratns de 450 dins de ednd en AR y ambiente nislado (que
corresponde al ambiente pobre de Rosenzweig) durante 45 dias, encontrando que las neuronas
piramidales de Ia capa 11T y las neuronas estrelladas de la eopa [V de 1a corteza occipital de 1ns ratas
que se mantuvieron en AR tuvieron significativamente miis ramificaciones dendriticas en el orden de
2 a 5, asi como un incremento significstivo en tas terminnciones dendritiens.

La mayoria de estos estudios han demostrnde gue el ambiente induce modificaciones
estructurales y funcionnles en Ja corteza corebral de ratas o las que se les ha aplicado estimulacién
en diferentes etapas de su desnrrollo: postnatnl, madurez y Ia veiez. Sin embargo, en pocos estudios
se ha observado ¢l efecto del ambiente en el periodo prenntal.

Venable y cols. (1389} encontraton que la estimulacién durante ¢} periode de cria o periedo
prenatal predujo un incremento considerable tanto en el numero y longitud de los segmentos, en todos
los ordenes de ramificaciones dendriticas, cuando éstns estin mds distales. Estos investigadores
colocaron parejas de ratas neonatas en dos grandes grupos, una de las ratas de cada parein fue
expuecsta del dia 10 al 24 después de nacida y sin la madre a cuatro sesiones multisensoriales
enriquecidas ol din, en tanto que la otra ruta se mantuvo en condiciones estandar de laborstorio. Al
dia 25 de nacidas, los sujetos fueron sacrificades. Los resultados indicaron que las ratas que se
mantiuvicron en condiciones de AR tuvicron significativamente un promedio mas grande (35% mads)
¢n el mimero de segmentos dendiftices del orden de 1a 5, en comparacién con aquellas neuronns de
sujetos colocndes en In condicién esuindar.

Los mecanismos por medio de los cuales ¢! ambiente favereee ¢l desnrrollo del SNC son poce
conocidos min. Los estudios de Acki y Sickevitz (1988) muestran con algun detalle la relacién que
existe entre €] medio y los procesos de plasticidad en el SNC. Trabajando con gatos neonatns, los
autores colocaron a un grupe de ellos en estimulacion visual y otra grupe en ohscuridad, Los animales
con estimulacién tuvieron un desarrolle normal de la via visunl, ol contrarie de los que estuvieron

expuestos a la abscuridad, Mds adn, los animales mantenides en 1a ebscuridad durante cuatro meses

después del ymiento y luego colocados en 1n luz, desarrollaban bien ¢sta vin, Esto implica que el
proceso de plasticidnd puede retardarse y es sensible para responder o la monipulacién del ambiente.
Si el tiempe de ohscuridad se prolonga, entonces los animales quednn ciggos, ya que no se desarrolla
Ia via visual. El audlisis bioquimico puso en evidencia que una proteina, a lu que flamaron Proteina
Asocinda a los Microtibulos 2 (MAP2) se activé ¢n los gatos con estimulacién luminesn y dirigié los
efectos de Ia plasticidad en Ia vin visual, promoviendo la formacién de interconexiones. Los autores
sugieren que probablemente existen mis proteinas que, como la MAPZ2, dirigen los cventos de
plasticidad cerebral.
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B) Sobre el cerebro dndada.

Parece ser que el primer estudio que se reports al respeeto fue hecho por P.Q. Hebb, publicade
en 1949 en su libro "The organization of Behavior” tGoldman y Lewill, 1478). Hebb mencionn sus
observaciones acerca de que los puntajes de Coeficiente Intelectual permanecen normales en pacientes
a los gue les fueron practicados diferentes tipos de neurocirugia, incluyendo lobotomia frontal. Estas
formas de inteligencia son el producto de I variedad de experiencia durante el desarrollo y In relativa
resistencia a] dafo cerebral.

Schwartz (1964) practicé lesiones en Ia corteza oceipital de ratas neonatasy las asigno, después
del destete, s AR y AP. Despuéa de 120 dias de exposicién a tales condiciones, los animales fucron
entrenados en una serie de pruebas-problema en el laberinto de Hebb-Willigms. Los resuitados
muestran que 18 ejecucisn de los sujetos nsignados al AR es tnn adecuada como 1a de los sujetos control
{sin lesidén), contrastando con el rendimiento disminuido de las ratas lesionadas y expuestas a AP.

Rosenzweig (1976) realizé una revisidn general de algunos de sus trabujos en donde se usd el
AR en la recuperacién de funcianes perdidas por dafio cerebral y, junto con Will y Bennett, repliearon
un estudio realizado por Schwartz en 1964; lesionaron ratas necnatas en la corteza cerebraly después
las colocaron en AR y AE respectivomente; para Ia cuantificacién de los efectos las sometieron o 1a
prueba de laberinto, los resultados indicaron que las ratas lesionadns mantenidas en condicién AR
realizaron mejor In prueba que aquellns ¢olocndas en AE, y que solo se pudieron igualnr a éstas,
cunndo tes sujetos estuvieron intactos, es decir, sin lesion; estos resultados no sélo los observaron en
ratas neonatas lesionndas (Will, Rosenzweig y Bennett, 1976), sino también en ratas postnatales con
dafia cerebrnl (Will, Rosenzweig, Bennett, Hebert y Morimaoto, 1977), 0 adulina (Will y Rosenzweig,
1976), de ambos sexos y de varias cepas. Ademds de que no se requirid de un largo periodo de
exposicién al ambiente, pues dos horas por dia alrededor de 30 dins fueron suficientes para producir
1a recuperacién funcional de la conductn de los nnimales lesionndos. Estos experimentos Lambidn
mostraron que una lesidn confinada en la cortezn occipital pravoca ln perdida de tejido y de ADN en
otras regiones de la corteza, pero que esto no fue ohsticulo parn que los sujetos lesionndos mantenidos
en AR presentaran recuperacion funcional {Rosenzweig, 1984).

Estudios similares n los de Rosenzweig, sugieren que el mantesnier a los sujetos en un AR pucde
provocar efectos protectores al dafo cercbral y que un perioda post.operatorio en AR facilita In
recuperacion de lesiones cercbrales, después de cirugias reatizadas en ratas postnatales y adultas

(Dunnett ¥ cols., 1986). Estos estudios sugieren algunos cambios que oeurren en ¢l sistema nervioso
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no sol d de las lesi , 5ino tambidn des) de la recup i6n, comao resultndo de 1a
plasticidad cercbral (Kaplan, 1988).

En 1976, Will y cols. estudiaron el tiempo de exposicion al AR necesario para abtener efectos
positivas en la recuperacién de Tesiones cerebrales, concluyendo que das horas de exposicién al

ambiente, fueron suficientes para lograr el efecto d lo. Estas ohservaci se hicieron trabajandoe

con occipitales, hi pmpi y por induceidn hipotiroidea en ratns, por lo que concluyeron

también que el AR estimula In recuperacion en varins cluses de daie cercbral.
Por lo anterior, se puede concluir que min un cerebro dafndo puede beneficiarse por Ta
experiencin. Asi, Bennett y Rosenzweig (1979) supieren que ol ambiente puede ser usads como terapia

para promover una rceuperaecién en animales con dado cerebral. En paci humanos, al

expertos en rebabilitacion han cuestionndo el hiibito de colacar n ciertos pacientes en aislamiento
sensona! {per estade de coma, pacicntes colocados en una posicién fija en cuartos nislndos con terapia
intravenosa, paraliticos en sillas de ruedas por mencionar algunos ¢jemplos). Es muy probnble que
dichos pacientes, min cunndo no pueden respander puedan ser ayudados por las visitas, la musicn y
una varianble y combinada estimulacion visual (Rosenzweig y Leiman, 1982).

Unao de los problemas que se presenta en este tipo de estudios es Ju medicidn o cuantificacion
de 108 efectos de la experiencia en el cerebro, en refacién al ambiente empleado, por 16 cunl es necesario
contar con una linen base apropiada. Fnicinlmente se pensé en tomar a In condicién estdindar de
laboratorio como linea buse, ya que sc observé que of prso de 1a corteza dde ratas provenientes de AR
era mayor que el peso observaile en ratas de AE, y que éste era mayor que ¢l observado en ratas de
AP (Rosenzweig y cols., 1972).

Ante tal disyuntiva, Rosenzweig y cols. (1972) levaron 4 cabo el siguiente estudio, tamnnde
camo linea base al ambiente natural en el que se desarrollan los roedores, cnpturaren ratas silvestres
{Peromyscus) del drea de San Francisco, Catifornia, y después fueren llevadas al laboratoria en donde
algunas de ellas fueron colocndns en un ambiente seminaturnl y otras se colocaron en ambiente
enriquecido. En cads uno de los ocho experimentos efectuados, tas ratas que se coloearan durants un
mes en el ambiente seminatural mostraron mayor desarrollo cerebral, en comparacion a fas ratas que
fueron colocadas en condiciones de nmbiente enriquecido. Esto indica por lo tante que, el ambiente rico
resulta cmpobrecido en comparacién con un ambiente natural, ¥ que es subjetiva el hacer este tipo de

comparaciones sin contar con unn linen base o control adecundos.
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V. El modela de hemiplejfn experimental.
V.EL MODELO DE HEMIPLEJIA EXPERIMENTAL.

A) Etiolorrin.

Lahemiplejin generalmente debe su origen a alteraciones de In vin piramidal y extrapiramidal
(Noback y Demarest, 1980) producidas por enformedades vasculares del cerebro y del tallo cerebral,
traumatismos craneoencefdlicos y, en menor medida n tumores cerebrales y procesos infecciosos
(Adams, 1970)

Farreras-Valenti y Rozman (1876 definen a la hemiplejin como la pérdida ¢n la mitad del
cuerpo de la facultad para realizar movimientos dominados por In neeién voluntaria. Cuando ésta es
debida a una lesién, ios efectos inmedintos incluyen la anulacién temporal de los movimientos reflejos
tendinosos (arreflexia), tras Yo cual los musculos afectados adquieren un estado de flacidez;
posteriormente, en una semana o meses, los misculos se tornan espiisticos, el tono muscular pumenta
(hipertonia) evolucionando en paresias o en incapacidades moterns funcionales caracterizndas por In
disminucién de la fuerza muscular y Ia pérdida en el control del movimiento, o en una pardlisis
{pérdida completa de la funcién motora); tambidn se observa un incremento en la resistencia de los
movimientos pasivos (signo de navaja) y una disminucién de los reflejos cutineos (Noback y Demarest,
1080). Seguin Farreras-Valenti y Rozman (19763, la incapacidad se manifiesta principalinente en los
miembros superiores, particularmente en los musculos supinadores y en los extensores, los elevadores
del brazo, los extensores de 1n mano y los oponentes del pulgar. Sin embargo, los pacientes pueden
girar el brazo hacia adentro y cerrar la mano, o coger un abjeto puesto en ella.

En la extremidad inferior, el psoas ilinco y el cuadriceps permaneeen con su capacidad

funcional, no asi los flexores de la rodilla ¥ los que e giran haciu afuera,
B) Desarrallo del modelo y su uso en In investigacion bedsicn.

La realizacidn del presente trabijo se bass en la linea de trabajos desarrollada en ol
Laberatorie de Plasticidad Cerebral y Psicofisiologin Aplicada (LPCyPA) de la Facultad de Psicologia,
UNAM. R

E] modelo de hemiparesia aqui presentade es el obtenido por Palacios y cols. (1981) ¢n el
LPCyPA. Los autores mapearon la Ciipsula Interna (C1 de Inrata y asi legraron identificnr las dreas
de control de la musculature corporal para provocar y veplicar o un aceptable nivel, sccuelas

hemiparéticas que tienden a ser similares o las observiadas en la hemiptejia del humano.




V. £l madelo de hemiplejta experimuental.

Inicialmente en esa linea de trabajos, se tumd en cuenta ¢l problema del mapeo de In Capsula
Interna (CI) de !n rata Wistar, con el vhjete de determinar los puntos de control de algunns de las

funciones motoras implicadas en el desplazamicnto del animal. Especificamente se busce identificar

el control motor grueso de la extensidn y la flexion de lns extremidades posteriores y anteriores de la
rata, a partir del cual, el objetivo principal fue Ia busqueds de un modelo experimental de hemiplejin
Que permitiera el estudio posterior de su evolucion.

Estudios pesteriores, permitieron determinar gque Ins lesiones en la zona baja de 1n Cl de la
rota provecaban sceuelas hemipariticas, observiindose una disminucion importante en tns funciones
de extensidn en las extremidndes posteriores de 1n ratn. No ebstante, los diferentes grados de lesién
que llegaron a abarcar hasta el 90% de las fibras de lu zona boju de la C1, el tiempo promedio en el
que se recuperaroen los sujetos fue de tres meses y medio, tiempo en el cual no intervine factor
experimental alguno, a dste tipo de recuperacidn se le denoming Recuperacién Pasiva (Palacios y cols.,
1987). Se trats, de evaluar esps mismas secuelns en relocion con los cambins en el ambiente,
reportdndose que en condicicnes ambicntales restringidas {ambiente pohre) todos fos sujetos de una
muestra de 10 perccieron, par lo que se modificaron algrunos procedimientos; al replicar el experimento,
les sujetos tuvieron un tiempo de recuperacién post-operatoria de tres dias, In cual evitd que ¢stos
murieran, finalmente velvieron a las condiciones de restriccion de movimicenlo, lns cuales faverecieron
la evolucién de las secuelas de la lesidn, de tal manera que de heniiparesia evoluciené a hemiplejia
pasando 20 dias, en las mismas condiciones, una parte de los sujetos mostraron adaptacion a éstu, con
secuclas menos durnderas y definidas, mientras que otros sujetos tuvieron secuclas irreversibles, De
éstn manern, s¢ concluyd que lus sccuclas tenian unn clara dependencia del medio ambiente, motivo
por el cual, la linen de investigacion que se sipuié en el LPCyPA se dirigié a la evaluncidn de los
efectos de las variables ambientales, asi como a la medicién del dafio cerebral y de la recuperacién
funcional. El modelo de restriccién del movimiente fue replicado por Cardona y Varels en 1985,
teniendo como objetivo principal ¢l de evaluar Ly influencia que ejerce 1a restriccién dal movimients
sobre ias sceuclas de dafio corebral motor producide por la hemiparesia experimental (lesidn
eleetrolitica en 1a (CI)) en la rata Wistar, reportando un retardo en la recuperacién funcional de 1a
misma. Para la medicién de las secuelas del dafo y de 1n recuperacion, se desarrollaron tres lineas
experimentales, de las cuales dos de ellas Fueron sbandonadas, dado que los resultndas fueron poco
confinbles; éstas linens fueron:

1. El empleo del Pantsgrafo Analdgicn, para la modicien cuntinus del desplnzamiento de fos sujetos
(Solano, 1984).

2. La Categorizacién Conductunl.
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V. El modelo de hemiplejin experimental.

3. El entintado de las extremidades, tanto anteriores como posteriores, come como un sistema
evaluador de la marcha continua de los sujetes (Mullenix, Norton y Culver, 1976; Hruska y
Sielbergeld, 1979: Hruska, Kennedy y Sielbergeld, 1979)

Posteriormente se tomé en cuentn una variable no considernda en Ia linea inicial de
investigacién, los cfectos de la deficiencia proteinicn en la dieta sobre la recuperacién funcional
(Miranda, 1986). En dicho estudio se identifics si Ia deficiencia en ¢l consumo de proteinas interfiere
con la recuperacién de funciones perdidas por el dantv cerebral motor, mediante una lesién electrolitica
en la Cl en Ja rata Wistar; reportdndose que, en efecto, si existe una relacidn, pero que ésta no impide
que se lleve a cabo 1a recuperacidn, sino que interfiere en la accién de algunos mecanismos gue se ven
involucrades en clia, manifestandose un retardo de la misma. En los trabajos de restriceidn al
movimiento y deficiencia proleinica, se empled como prueba paramétrica el Anglisis de la Huelln de
1a Marcha de 1a Rata (AHMR), reportando que el método es sensible y confinble parn In evaluacisn y
medicién del dano cerebral. Estudios posteriores realizados con el mismo fin, permitieron detnllar y
reafirmar dicha prueba paramétrica {Palacios, 1987), donde se obscrvé gue el largo del paso disminuye
después de provocada In lesidn, ¢l dngulo del paso tiende a incrementarse y ¢l ancho del puso se
modifica ligeramente. Er el mismo laboretorio, se estd haciendo la réplica del modelo experimental
de hemiplejin, en o] cual se conjuntan varios aspectas mencionados anteriormente, ¥ que ticnen que
ver con la induccion de la recuperacién funcional después del dane cerebra), introduciendo unn nueva
variable: los Transplantes de Tejido Cerebral Embrionario {I'TCE) (Palucios, datos no publicados).

El presente trabajo es parte det inicie de esta linea de investigacidn,
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VI Planteamicnto del problema.

V1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los estudins con el modelo experimental de Hemiplejin, no se ha determinado hasta que
punto la recuperacién funcional ha sido consecuencia de los efectos de ta Recuperacign Pasiva (RP) o
de la recuperacién inducidn por Transplantes de Tejido Neural Embrionario (TTNE), debido o la
carencia de estudios enfocados n la earacterizacion de la RP y su posible relacion con los meeanismos
de 1a recuperacién inducida por TTNE.

De la misma manern, aunque hay estudios que demuestran la influencia del Ambiente Rice
sobre la RP, hasta ahora no hay los que estudien el cfecto del nmbiente rico sobre ln recuperacién
inducida por TTNE,

Es necesario determinar si es el transplante el responsuble de fa recuperacién funcionat o 1o
¢s la interaccién entre la recuperacion inducida por TENE y la RP.
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VIL Objetrvos.
VIL OBJETIVOS,

a) Identificar tos efectos del ambiente enriguecido sobre Ta recuperncién funcional pasiva y In

inducida por los transplantes de tcjide neural embrionario en ¢l modelo de hemiplejin
experimental,

b) Caracterizar conductual y anatémicamente a la Recuperacion Pasivay a la Inducida por los
transplantes de tejido neurnl embrionarie bajo cendiciones de Ambicente Rico en ratas con una

lesién unilateral intracercbral en la CI provocada por suceidn de tejido.

©) Medir los efectos de Ias variables que inducen ta recuperacién de funciones perdidas después
del dafio cerebral mediante una bateria de prucbas de locomecion y movimiento,
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VILL Hipotesis,
V111, HIPOTESIS.

Lu recuperacidn de funciones perdidas después del dano corebral se dard mds ripido en los
animales portadores del transplante y sometLidos a un ambiente rico que en los que sélo experimen-

taran la interaccién entre ta recuperncion pasiva y 1os ¢fectos neurales del ambiente rico.




1X. Materiales y metoda.

IX. MATERIALES Y METODO.

Parallevar a cabo las cirugias, se utilizé un cquipo estereotixico (David KopfM de cuatro torres
con adaptador para ralas, un taladro convencional para dentista con el cual se hicieron los trépanos,
efnulas de succidn, una microjeringa (Hammilton) de 10 1l con la cual se depositaron los implantes,
y el atlas estereotsixico de Pellegrino y Cushman (1963) para la determinacién de las coordenadas
estercotdxicas. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (0.4 mU/Kg). Después de 1a
cirugia, 52 inyecté a los animales 1 m! de penicilina para evitar Ia infeecion de la herida,

Una vez que finalizaron todos los periodos de registro, los unimales se sacrificaren medinnte
perfugisn cardiacn. Se obtuvieron los cerebros y se conservaron durante un corto periods de tiempo en
formol buffer al 10% a pH 7.4, posteriormente sa incluyeron en parafina v se hicieron cortas de 5 ym
de gruess. A éstos cortes se les aplice In técnica de Hematoxilina-eosina y In de Hematoxilina
fosfotingstica.

Sujetos.- Se utilizaron 25 ratas macho de cepa Wistar, de 3 meses de edad al inicio del

experiments, asignadas azarosamente a los siguientes grupos:

Grupo: No. de sujetos
Contro! 5
Lesion falsa 5
Recuperacién pasiva 5
Trensplante falso 5
Transplante verdadere 5

Todos los animales se mantuvieron ¢n condiciones de laboratorio de ambiente enriquecido.
Consistié en una jaula de las siguientes dimensiones: de 1 m de superficie por 0.5 m de altura; donde
las animales fueron colocados juntos con un conjunto de nrtefactos para que tuvieran estimulacion. Las
ratas estuvieron con comida ¥ agua ad libitum y un fotoperiodo de luz-ascuridad 12:12. L toma de
registros 6¢ llevs a cabo de las 15:00 a las 17:00 hs.




IX. Materiales ¥ metado.

Raterin_de pruchas.

La bateria de pruehas utilizada estuvo discitada para In medicién de respuestas motoras con

el fin de calcular la magnitud del dato provacade por la lesion, Tales pruchas se describen a

continuacién:

FIGURA # 1, Corradar. En ¢l so hize Ia prucha de) Andlisic de la Huella ¢de Ta Marcha de Ia Rats. a} Cajn de
salida, b) enja meta y ¢} generador de choques.

a) Huella- El Andlisis de la Huella de la Marcha de la Rata (AHMR) ha sido utilizado
nnteriormente por otras antores piara evaluar alteraciones en el desplazamicnto (Mullenix, Norton y
Culver, 1975) con resultades satisfuctorios. Este andlisis se hizo sobre las impresiones de lus hucllas
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1X. Materivles y mainda,

de la rata dejadas sobre una tira de papel, colocada dentro de un corredor de 140 em por 16 em Kig
# 1; ver ejemplo de impresion de la huella en el Apéndiced. El animal se hizo pasar por éste con las
patas previamente entintadas, de un color las anteriores y de otro Ins posteriores, En la impresion se
midieron los siguientes pardmetros: Ancho, Largo y Angulo de la zaneada. Extos registros se tomaron

constantemente para observar las varinciones que el desplazomiento presento a lo lorgo del tiempo.

FIGURA 7 2. Prucba de agarre. En a? ¢ animal se colocs aobire la rejilin y en b) el animal se sujetn s ésta al
ser volteada.

b) Agarre.- La prueba de agarre consistio en voltear la reja de la jauln sorpresivamente con
el anima! sobre ella. La ratn inmedintamente se agarré de la rejilla (Fig # 2). Se tomé el tiempo en que

el animal se desprendid de éstn.

41




IX. Materinles y metoda,
¢} Fuerza.- En ésta prueba se hizo que el animal jalara de un dinamémetro, Parn lograr ésto, se coloes
al animal frente a ¢ste y se levants de la cola: tendiendo entonces o jalar de ¢l (Fig # 3). E1 nusmo
procedimiento se utilizd, pura medir In fucrza de las potas traseras, pero colocando ahora ol
dinamometro atrds del animal. Se anaté la fucrza desplegada en gramos.

d) Nado.- En ésta prueha se trabajo con la piscing de Mitler. Se hizo nudar en ella al amimol
¥ se tomo el tiempo que tards en recorreria (Figg ¢ Ah

Las prucbas se llevaron a eabo en ¢l signiente orden: un dia se hicieron la de fuerza y In de
corredor y otro din 1a de ngarre y nade. Para aplicar esta bateria se entrend a los animales a pasar

por cada uno de los dispositivos ya enumerados mediante téenicas de condicionamiento,

FIGURA # 3. Prueha da fuerea. Se hizo jular nl animal del dinamdmetro, tants con las extremidados
defanteran como con las traseras.

42




IX. Materfalea y método.

FIGURA # 4. Pruela de nanda, Placina de Miller. Se hize nadar en clla a} snimal tamdndore ¢l tirmpo que
tarduba an Hagar a 1a plataforms mota,

Los pasos a seguir fueren los siguientes:

1) Habituacién al manejo experimental.
Diariamente se acaricié y se manipuls n los animales uno por uno, Desde éste momento se

entintaron las patas, de color rojo las anteriores y de azul las posteriores. Esta manipulacién duré

cinco minutos para cada individue durante dos dias,
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1X. Materiales y metodo.

2) habituacién a la sccuencia de medicién,

Lahabituaciéna la inde licion estuve enfocado a que los animales r ieran qué

deben hacer en cada dispositive. Se hizo que jalaran de! dinamémietre con las prtas delanteras y con
las traseras, se dejé que exploraran el corredor: entintiandoles las patas, se dejaron en la caja de salida
durante 3 segundos, se abrié I puerta-guillotina parn que salicran al tunel, despuds de 5 minutoes de
permanecer en €, se sacé nl animal y se le develyvio a su jaula. Si el animal nlennzaba 1a cajn meta,
se cerraba la puerta y también ern devuello a su jnula. Al otro din se sucaron a la hora de registra
los animales y se colocaron en ef orden predeterminado en una rejilla, para hacer la prueba de egarre.
Después se metieron en la piscina donde nadaron, quedando solnmente el trabajo de empujnrlas pnra

indicarles la direecion en la eunl debieron hacerlo. Esta habituacién durs dos dias.
3) Moldeamients.

Durante éste periodo del condicionumiento, se castiparon can choques ¢léctricos Jas respuestns

no deseadas. El moldeantiento se utilizé unicaniente en la prueba de AHMR, y los animales fueron

castigados en los siguientes easo

cuando no salieron de e eajn de salida, cuando regresaron a ella
una vez que hubieron salide, cuando se pararon antes de Negar o la cuja meta, ete. Basicamente se

busecd gue los animales corriernn y se me

ieran en Ja caj meta para obtener asy la impresion. No hizo
falta moldenr el camportamiento en las otriis pruchas.

La bateria fué aplicada a todos los grupes experimentales de tal manera que, como ya se
menciond, los dates de cadn prueba fueran tomados cada tercer dia. Estos datos se tomaroen durante

los siguientes periodos:

I.-Periodo de Linea Base (L.B).

Este periodo durd 1.5 meses y fué desde el momento en que los aninmales se¢ encontraron ya

ldeados hasta ¢! en el que s¢ provecs lu lesion. Durante éste s¢ mantuvo a todos los

grupos sin intervencion alguna, de tal forma que cada animal sirvié come su propio control.
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1X. Materintes y melodo.
I1.-Periodo Post-Lesicn (PL).

En éste periodo sc tomaran los registros durante 2 meses, y comprendis desde el momento en
que se hizo la lesién hastn ¢l momento en el que se llevs a cabo el implante. Previnmente a 1a toma
de registros correspondiente a éste periodo se sometis a algunos animales a cirugia estercotdxica para

provocar en ellos una lesién fulsa o verdadera en la CI seinin el grupo al que pertenccieron.

It1.-Periedo Post-Transplante,

Los registros se tomaron durante 2.5 meses. Este periodo fué desde el momento en que se
practicaron las cirugias de transplante hasta el momento en el que se inicinron las perfusiones parn
¢ procesamiento histolégico de los cerebros. Previnmente se someticron a algunos animnles n cirngin
estereotdxica para implantarles tejido cercbral embrionario en saspensién (Fransplante Verdadero)
o bien, solucién D-Glucosa 5 % (‘Transplante Falso). £ste periodo queds definido también como periodo
de seguimiento en aquellos grupos que no fucron sometidos o cimagia de transplante (ver grupns C, LF
y RP, pig 46},

Durante todos los periodes se tomaron dos registros de AHMR y de nado, y uno de fucrza y
agarre.

Al trabajar con la baterin de prucbas, se reprodujo unu cinta de ruido blanco. Bl ruido blanco
es una combinacidn de ruidos que hacen que se pierda cuslquier sonido provenicnte del exterior,

evitdndose asf lns distraccion de los animales al momento en que se tomaran sus registros. Bl corredor

sicmpre era limpisdo con Lenzal después de que un individuo hubicra pasutdo por él, para evitar que
permanecieran olores que pudieran distrner a los animales que se registraren inmedintamente
después. Por dltimo, el agua de la piscina se mantuve a 37 “C para evitar que ¢l animal sinticra un
cambio brusce de temperatura y se alteraran los registros.

Se excluyeren del experimento a aquellos animales que:

a) No pudieron ser condicionados;

by Murieron durante alguna de las intervenciones quirdargicas y

<) Enfermaron durante el experimento,

Deseripeign de los tratamientoes a cado grupo,

Se describirdn a continuacisn los trotamientos que se dieron a los grupoes ya mencionados,




1X. Matcrialcs y método.
Grupe Cantrol (C).

Este grupo se mantuve durante todes los periodos sin intervencién slguna, unicamente se
tomaron sus mediciones.

Grupo Lesion Falsa (LF).

Este grupo se mantuve intacta durante Ia LB, Al finalizar 1a toma de registros correspondiente
a In LB, los individuos se sometieron a cirugin estereotdxicn para provecarles una lesién false en la
Capsula Interna (C1), ésto se logri al introducit una cinula estéril en este sitio parn posteriormente
sncarla sin succionar el tejide. Se dejé en recuperacion postoperatorin o los snimales y se continuaron
los registros durante los siguicntes periodos sin recurrir & unn nueva intervencién. Can éste grupo se
pretendié tener un control sobre los grupes n les cunles se les practicéd una lesién verdadera, de tal

forma que al ser comparade con éstos ayudd n visunlizar In mognitud del daito producido por 1a succién
de tejido.

Grupe Recuperncion Pasiva (RP).
Este grupo se mantuve intocto durante la LB, Al inicio del periodo PL se somctieron los
animales n una cirugin estereotdxicn para provocaries unn lesion verdndera mediante 1n succidn del

tejido de ln Cépsula Interna (CI), vin unn canuln e acero. Una vez recuperndos de la cirugin, se
continuarsn los regristros durante los s

jentes perislos sin recurrir & una puevn intervencion.

Grupa Transplante Falso (TF).

Este grupo se mantuvo intacto Jurante ln LB. Al inicio del periode PL se sometieron los
animales a una cirugfa estereotdxica parn provocar una lesion verdadera en fa C1 medinnte 1a succién
de tejido. Se continunron los registros durante el periodo L. Ocho dias antes del inicie del periodo PT
se sometieron nuevamente u intervencién quirirgica para inyectarles intracercbralmente 10 pl de
solucidn salinn. Se someticron nuevamente it 1a baterin de pruebns hasta finalizar Y periodo PT. Este
grupo se considerd como el control del grupo 'FV pues fue empleado poara identifiear los efectos que
produce el vehiculo de los TTNE.

Grupo Fransplante Verdadero (TV).

Durante la LI}, éste grupo permanccid intacto. Una vez pasado éste periodo, los sujetos se
mancjoron de ta misma manera que ¢! grupe TF, con la variante de que se les implantaron 10 pl de

suspension de células de corteza motora embrionaria n solucidn salina D-Glucosa 5 %, preparada
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IX. Materiales y mitodn.

seguin el métoda de Fischback (1972) y obtenida de fctos de rata de 15 a 17 dias de gestacién, todos
de la misma camnda (Ver apéndice).

Aprupaeién de los dntos parn #nAl

Los registros de In prueba de AHMR fucron analizados manuslmente; se midieron el large y
el ancho de cinco zancndas impresas en cada tira de papel y omo se obtuvieron dos tiras por registro,
se selecciond una media por tada diez pasaes.

En la prueba de nado se efectuaron dos registros por cadn sesién, ¥ se promediaron, Las
pruebas de fuerza y agarre solamente se registraron una vez por sesion. Este proceso de agrupacisn
de datos sc aplico para cada individuo vy se Hevo una bitdcora del desarrollo del experimento. Los
datos fueron capturados en unn microcomputadera mediante un programa que hace edlculos
estadisticos por rangos. Se construye entonces una hase de datos ordenada de acuerdo a la fechn de
cada registro, empezando por los mis nntigues; de estn forma, los datos quedaron en eorrespondencin
al nimero de sesiones que representan el tiempo que duro I evaluacion conductual durante enda uno

de los periodos correspondicntes, {Tabla # 1),

Formato para los registros individuales
Rata » Sesidn # Paso 1 " Paso 10 Medin
a 1 pl " plo va
a 2 pl " plo va
« " . B “ "
a n pl " p10 va

TABLA # 1, Formaio para los registres individuales, donde:
a -+ clave de la raia, pt - primer pase de la tira,
pio -+ ditima pnse de ta tira; p representa largo, anche o dngule,
medis & plepZe..plo + L0

Para construir la base de dntos con los registros correspondientes a eada grupo experimental,
las bases de datos de cada uno de los individuos se clasificaron por grupe y por sesién. Se promediaron
entre si aquellos valores que pertenecieran a la misia variable, a Ta misma sesion, al mismo grupe
y al mismo periodo, obteniéndose una base de dntos con ¢l misme formato utilizndoe para los registros
individuales (Tabla # 2).




1X. Materiales y metodo,

Formato parn los registros globales.
RATAS DEL GRUPO CORRESPONDIENTE
sesion # a b © d ° media
1 va vh ve vd ve \
2 va vh ve vl ve v
N va vb ve vd v VN

TADLA ¢ 2. Formato para lus regintros globales, donde:
v -» varlable: large. ancho o dngulo,
medin = vasvhevervdrve + 8 de matas.
L. ronn sombreadn xe extrujn de ln tabla # L.

Estudio Histelduico.

Al finalizar el estudio conductual, todes los animales fueron sacrificados mediante perfusidn
cardinca, para cilo se utilizé formaldehido buffer neartee ol 10 <7 come fijador, Se extrajo ef cerebre, se
secciond la zona del transplante, ¥ dsta scecion fud gardada en frascos de vidrio con fijider durante
dos semanas, Una vez poasado el tiempo de 1a fijacion, 1as secciones fueron lavadas y se procedid
entonces a aplicar en ellas los métodos de rutina para fa inclusién en parafina. Los bloques fucron
cortados coronalmente en secciones de 5 pm que fueren monladas en los portachjetos con su respectiva
ctiqueta de identificacién, Finalmente, lns laminill

as fueron procesadas mediante las téenicas de
Hematoxilina-cosina (HE) para caracterizar los principales tipos cehilares que presentaran en las
zonas lesionadas y tralnr de establecer asf la pocicion de In cinuln y sus efectos ol ser introducidn en
el purénquimn cerebral, Fué también utilizada la (éenien de Hematoxilina fesfotungsticn (HF) para
la observacién de fibras mielinicas, para evidenciar los procesos de desmielinizacidn después de
practicada 1a lesion y tambidén para ohservar si existié una reorganizacién de fas fibras después del
dato.
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X. Resultsdes.
X. RESULTADOS.
A) Anslisis de los datos.

Las Tablas # 3 y 32 muestran las Medias + Error Estandar de la media (ES) obtenidas en cada
una de las prucbas. También se llevd a cabo un Analisis de Regresion Polinomial (ANREPO), que
consistis en busear el grads polinomial mds significativo, los resultados se muestran en las Tablas #
4y 4a. Con este tipo de analisis es posible hacer comparaciones interperiédicas ya que cn este caso
no se proceson los datos de tal manera que se sumen los ES, sino que ¢] andlisis es aplieado sobre cadn
uno de los puntajes experimentales, obtenicndo nsi un valor representativo para enda punte. La curva
que de estn manera se forma obedece 2 un modelo matematice del tipo pelinromial v esta caracteristica
es distintiva para cunlquier tipo de regresicn. Sin embargo, el ANREPO es miis sensible al ajusie de
puntos muy dispersos entre si, ya que si se ocupa un método de regresion simple, no es posible saber
8i la pendiente es positiva o negativa, es decir, es dificil visualizar la tendencia de ta curva n lo largo
del tiempo.

Parn el caso del Largo del paso se observa que los ES son muy uniformes durante el periodo

de LB (Figura # 5A), pero que Ias medius no lo son.

Figura # 7 muestra Ins graficas correspondien.
tes al Largo del Paso para cada grupo y para cada periodo, donde ¢! ¢)¢ de las ordenadas corresponde
al nimero de sesiones y el de las absisas a) Large del pase en centimetros. Se observa en ¢ grupe €
el desarrollo normal del pardmetro en estudio a lo larga ded tiempo. Es visible la tendencin lineal que
presentan las eurvas cunndo noe hay una lesién. Sin embargo, no siempre es asi. Se obsesva que los
grupos TF y TV presentan uno tendencia sinusoide durante ¢ periodo de LB. PPor tal motive, ¥ con
base en las razones ya expuestas, se decidio en este cnso hacer las campuraciones interperiddicas y
utilizar n cadn grupo como su propio centrol. Durante ¢ periodo Pl 1as medias son muy diferentes
también y se ve que en todos los grupos el paso we acorta en relncian al periedo de LI, por lo tanto no
puede ser atribuide ol efecto de 1a lesin, mas bien puede indicar que es un efceto normal durante el
desarrollo de la rata como consecuencia del nprendizaje ndquirido. En Ins grafiens correspondientes
al periodo PL de lafigura # 7 es visihle ¢l efecto que se produce después de efectunda kalesion cn todos
los grupes experimentales a excepeidn del grupo TF, que mucstra una tendencia lineal parecidn ol
del grupo C. Tambicn ¢s posible ver que la dispersion de bus datos alrededor de la media se hace magor
en todos los grupos y solumente se mantiene en ¢l prupo TV casi sin cambio. Asi, a medida que of pasoe
se acorta, aumenta el rango de los valores. Despues del implante, (periode de PT o seguimiento), el
paso en todos los grupos se acorta aun mas, pero sus medins pueden ser comparadas con L del grupoe

C. Observese aqus que los pos RP ¥ TF tienen los valores mas bajos. De la misma forma, el ES del
q gruy 2
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X. Resultadas,

grupo RP cs el mis alto. Volviendo a In Figura ¥ 7 en ol periodo PT o seguimiento se ve In tendencin

a la recuperacion del modelo inicial en todos los grupoes.

PROMEDIOS OBTENIDOS EN CADA UNA DE LAS DIFERENTES PRUEBAS.

[ ancuoems | aNGULO rades)

GRUPO LARGO (cm) NADQ (seg)
PERIODO 1B
C 18.12 = 0.22 2,30 2 0,02 14.29 = 0.14 1.19 = 0.05
L¥ 18.88 = 0.24 270 » 0.04 15.96 + 0.18 1.40 = 0.09
RP 19.11 2 0.14 2,48 = 0.04 14.55 = 0.26 1.04 = 0.06
TF 1934 + 0.24 2.90 = 0.05 16,70 2 027 1.16 = 0.05
v 18.04 = 0.21 2.56 = 0,05 15.85 = 0.38 1.05 = 0.02
PERIODO P
C 17.35 = 0.29 2.42 = 0.05 15.66 = 0,32 1.45 + 0.06
LF 18.77 = 0,29 2,81 £ 004 16.73 £ 0.31 1,28 = 0.04
RP 17.76 = 0.24 2.74 + 0.05 17.40 2 041 1.04 + 0.04
TF 1842 = 0.31 3.07 = 005 18.49 + 0.36 1.16 + 0,03
TV 17.69 = 0.20 2.51 2 004 15,94 = 0.26 1.19 £ 0.04
PERIODO PT 6 SEGUIMIENTO
C 16.19 £ 0.14 2.5 = 04073 16.08 = 028 1.69 £ 0.04
LF 17.37 £ 013 2.67 » 003 17.10 + 0.24 142 » 0.03
RP? 15,74 £ 0.31 2,60 £ 0.04 18.50 £ 0.51 1,32 = 0.04
TF 15.38 + 0.18 2.86 = 0.04 2042 + 0.36 1.30 = 0.04
TV 16.24 = 0.17 2.8 1 0.03 17.02 £ 0.32 1.34 £ 0.03

TADBLA #3.Mediss 2 Frror Eslindayr obtenidas on cada una de Jas
diferentes prachas.
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X. Hesultados.

PROMEDIOS OBTENIDOS EN CADA UNA DE LAS DIFERENTES PRUEBAS.

GRUPOQ AGARRE (seg) FZA DEL (@) FZA TRAS (g)
PERIODO LB
C 3.21 = 0.04 9B8.8 = 6.47 91.02 = 9.05
LF 7.87 ¢ 0.53 102.3 = 550 102.39 = 9.48
RP 6.66 = 0.60 9292 = 8,10 8597 + 9.76
TF 36.32 £ 4.26 11069 = 7.23 97.08 = 10.81
v 2691 = 3.97 11148 = 6.71 94.35 + 11,99
PERIODO L
C 713 = 0.54 77.35 = 5.05 77.12 2 6,30
LF 6.34 = 0.36 85.50 =+ 3.4 89.55 = 4.43
RP 6.05 = 047 85.45 = 5.84 80.91 + 482
TF 38.26 + 1.08 8E.41 + 4.39 85.00 = 6.04
TV 15.95 = 1.56 R7.20 « 453 88.03 + 4.14
PERIQDO I'T
C 19.66 = 1.52 91.43 = 533 83.99 = 5.36
LF 8.39 » 0.36 103.83 = 4.71 96.52 + 545
RpP 7.856 = 0.35 93.04 = 7.4 91.16 = 7.20
TF 40.45 & 2,42 106.65 = 5.19 89.35 = 6.38
v 15,96 = 1.50 105.00 =~ 6.66 85.12 = 4.96

FZA DEL. Fuerza de las patas delanteras.
FZA TRAS. Fuerza de las patas traseras.

TADLA # 3a. Medins ¢ Frror Estindar obtenidns #n enda una de lan

diferentes pruchas.




X. Rosulindoa.
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X. Repultadoe.
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X. Resultzidon.

Para el ancho del paso (Figura # 5B) na se¢ observaron valores promedio tan diversos entre si,
pero hay que resaltar que tales diferencins son de In magnitud de décimos de centimetro. Lo que si os
evidente son los cambios tan pequeiios en la dispersion de los datos. En la Figura # 8 se muestran los
ajustes realizados para ¢l ancho del pasy, observiindose ligeras variaciones durnnte los periodos de
registro. Sin embargo, la tendencin lineal fué¢ muy mareada durante el periodo de LB, continudndose
can unn tendencia sinusoide durante ¢l perioda PL en todos los grupos y parece regresar o o primera
durante ¢l periodo PT.

Para poncer en evidenein los enmbios entre ol Inrgo y el ancho de la zaneada, se considers gue
o} aniilisis de! Angulo del paso es ol mas representntivo. Tomando en cuentn que esta varinble fué
calculadn a partir de una relacion entre ¢l largo ¥ ¢l ancho {Ver apéndice seccion 1), ¢s de espernrse
que sea la mds sensible a las cambios producidos poer la lesion. Se observa que duraate la LB las
medins (Figura # 5C) son diferentes. En ¢l ajuste polinominl (Figura # 9) se puede observar que
durante ¢l periodo de LB In tendencin Yineal tiende a desaparecer en todos los grupos haciéndose de
tipo sinusoide, mostrando cicles de pnsos con dngulo cerrdo y pasos con dangulo abierto, alternados
entre si n lo largo del tiempo. Durante of periodo de PL el dngulo se increments en todos los jirupos,
al igunl que Ta dispersién de los datos, a excepeion del grupe TV en ¢l cunl el dngulo del paso se hace
mis uniforme, semin se ve con el ES. Bl ajuste polinomial muestra que durante ¢l periodo de PL el
compertamiento de los prupos experimentales es de tipe hiperbélico, no asi el del grupe €, que
manticne un tipe sinuseide. los valores promedio durante el periodo de PT o seguimiento se
corresponden on razén inversa al Larga del paso, sumentando el gngulo, encontrindose el valor mis
alto en los grupos RP y TF. En el ANRiLPO s observé un comportamiento sinusoide en los grupoes C,
RPy TF.
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X. Resultadon.

GRADO DE LOS POLINOMIOS MAS REPRESENTATIVOS PARA CADA
GRUPO EN LOS DIFERENTES PERIODOS.
PERIODO LINEA BASE
SR [o] LF RFP TF TV
Largo 2° 2 5 4 3°
Ancho 3 2% 5 2" 3
Angulo 5 5 4 as 3°
Nade 3 2~ 3 5 7
Agarre 2 4 14 5 3
Fza del 4 5°° z* 7 4
Fza trn 2" 4 z- 2% 2°°
PERIODO POST-LESION
c LF RP TF TV
Largo 2 4 4 2° o
Ancho 4 47 2 4 4°**
Angulo 5 4 24 28 20
Nado 2+ 14 2" 2+ 2
Agarre z* Eiad 2° 8 &
Fzn del 2 3 5 Cind 4
Fza tea 3 AN ar 5 [

* Bignificativo al 1 %
** Bignificativo &l 3%

TABLA # 4. Fza delw Fuerza do Jas patas delunteras,

Fea traa Fuerza de Ins patas traseras.

Los nimarce cecritos con negritas indican no significative.
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X. Reaultados.

TABLA # 4n
PERIODO POST-TRANSPLANTE 0O SEGUIMIENTO
C LF RP TF TV
Largo 2 2= 4 5 a*
Ancho 5 2+ 3" P 2
Angulo 3°* 2 3 5 2
Nado 7 5 4 1* 4
Agarre 5 3 K 7 9
Fza. del. L] 4 3 7 3
Fza tra. 10 a3 4 2 7

TARLA 3 4a. Fza dela Fuorza de s patas delanterse,
Fra tra= Fuerza de las patan traseras,

* Bignificativo al 1 %

** Significativo al 3%
f.08 nimoros cecritos con negrifas indican no siynificativo,

En el easo de In prucba de nado (Figura # 5D), se encontrs gue para el periode de LB también
existen diferencias en ef tiempo de ejecucidn. Lo importante en este caso son los ES que se observan
muy heterogéneos pero no son muy altos, correspondiendo el mayor ul grupo LF y ¢! menor al grupe
TV. 8o observa cn el ajuste polinemial un compurtamients de (ips sinusoide en todos los grupes
(Figura # 10). Durante ¢} periodo PL, los ES se hacen miis homogeneos. El tiempo de ejecucién
aumentd en el grupo TV y se mantuve cn el grupo RP y TF. En el ANREPO durante ef periodo de PL
se muestra una tendeneia linenl en todos los grupos. Durante €l periodo de seguimients, los grupes
aumentaron su tiemipo de cjecucidn, los dutos se hicieron mas homogeneos aidn ¥ se volvid al

compoartamicnto sinuseide.
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X. Resultadns.

Para la prueba de agarre, en la tabla # 3a y en la Figura # 6A, se observa que los promedios
son muy variables, utin durante el pericdo de LB y los ES se haven muy heterogeneos. En las
comparaciones intergrupales, el valor de n es el mismo sicrmpre, esto no sucede en Ias comparaciones
interperiddicas, ya que para cada periodo existe una n distinta, de tal manera que nquel periodo cuyn
n sea la mis grande tendra un ES mds pequerio en relacion a los periodos cuyn n es mas pequetin. Es
mds probable que el intervalo del error estdndar del periodo de 1 mayor, ¢n este caso PT, no aleance
a traslaparse entre los restantes y pueden ser observadas entonces diferencias significalivas
interperiodicas y se rechace Ho siendo esta verdadera terror de tipo 1. Si se observa, en general ¢l ES
en la mayoria de los grupos disminuye durante ef penodo PT, cuya n, como ya se menciond, es 1a mas
grande. Aunque la n es igunl para todos los grupos, el ES toma un valor muy grande en algunos tasos.
Estas observaciones motivaron la exclusion de In prucba del ANREPO.

En los registros de Fuerza de las patus delanteras y en jos de Fuerza de las patas traseras
(Figuras 6B y 6C, y Tabla # 3a) es notoric que los ES son muy grandes en todos los grupos. Ademis,
la tendencia en todos 1os grupes es a disminuir lo fuerza durante ¢l periodo de PL y a volverla a
aumentar durante el periodo de seguimiento. En estas grafiens, a diferencia de la prucba de agarre,
5i hay una consistencia entre las medins. Se construyeron intervalos de 95 % de canfianza y se observé

une traslapacién de todos ellos. Por cste motivo, estas pruchas se excluyeron del ANREPO,
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X. Reaultados.
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X. Resvltados,
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X. Remultados.
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X. Resultados.,
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X. Resuitados.
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X, Resultadon,
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X. Resultadon.
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X. Resultados.
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X, ResuRados,
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X. Resuliadoa.
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X. Resultados.
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X. Resullados,
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X. Resuitados.
B) Andlisis histoldgico.

Como ya se menciond, se utilizaron las técnicas de 1HE y 1o de HF. La primera de ¢llas pone
de relieve las genernlidades del tejido, sobre todo fue utilizadn parn caraclerizar los ¢lementos
celulares presentes en la zona de lesién. La sepunda fue aplicada para observar directamente 1a
Cédpsula Interna (C1). Esta estructura estd formada por fibras mielinicas provenientes de la corteza
motora que se tifien de color azul con la aplicacién de In técnica mencionada. En todos los grupos, a
excepeidn del Contral, se encontré una respuesta inflamatorin tipica identificnda principalmente por
la presencia de macrdéfagos en I zona de la lesion. Una limitacion de las téenicas utilizadas fué la de
que no llegd a ser posible la identificacién de astrocilos fibrosos. En todos los animates de los grupo
TF y TV se observs una cavidad. No se pucde hablar de la sobrevivencia del transplante. Si esto se
hubiera dado se esperarfa cncontrar un ngregado de células de tejido transplantado con la apariencia
de una cdpsula,

En las siguientes figuras se han incluido los cortes del cerebro de algunos animales para
ilustrar In zona en la que se hizo !a lesidn.
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X. Resullados,

FIGURA # 11. Microfotografia de un corte correspondiente a un sujeto del grupo TF. M) Macréfagon
asociados o in zonn lesi da. H il ina. x320.
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X. Rosultados.
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&

FIGURA # 12. Microfotografin de un corte correspondiente r un sujeto
del grupo TF. Cc¢) Cuerpo calloso, Hematoxilina-eosina, x100,
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X. Resultndos,

FIGURA # 13. Mlcrofotagrafia de un carte correspondiente a un sujoto
dol grupe TV, Ce} Cuorpo callose, Ce) Cicatriz. Hematoxillna.eoslna.
x63,
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FIGURA # 14. Microfotografia de un corte correspondlionte a un sujeto
del grupo LF. CI) Cdpsula intornn, 1) Lesién. Hematoxilina
fosfotungstica. x25,

X. Resuliador,

74




X. Resultndos.

FIGURA # 18. Corte corrospondiente a un suj
lesionadn en In Cdpsula interna y Mi Mae
fosfotingstica, x100,

del grupo RP. L)Y Zona
ifngos. Homutoxiling
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XL Discusion.
XI. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican gque si fud posible la caracterizacién

d Idela R acion Funcional Pasiva: tnl y eomo lo encontraron Cardena y Varela {(1985),
Miranda (1986), Palacios (1987) y Escalante y Mrrquez (Tesis de Liccncinturn, en preparucién), se
observd una disminucién en el largs de la zaneada después de provoear la lesidén cn los grupos
experimentales. Sin embargo, en ¢l caso de este experimento, tal disminucisn se vis también en el

grupe C. Hay que mencionar que éstos aulores trabajaron con ambiente cstdndar y pobre en

timulncid

de los movimientos. Los patrones de marcha normal o los de la patolégica se manticnon
antes y después de efectuada la lesidn, respectivamente, siendo incluso posible 1n identicacién de
indicioa de recuperacién funcional durante ¢l seguimiento. El patrén de 1a marcha normal también es
posible verificarlo en el grupo C, aunque el largo del paso se acorte. Estos hechos conducen mds bien
a suponer qgue e} acortamiento del paso es, en & presente caso, consecuencia del ambiente enriquecido.

Palacioa (1987) encontrsé que el modelo del largo del pnso normal eon el andlisis de regresién
polinomiel era una curva que tiende a ser lineal, durante el periodo de LB se encontré tal tendencia
en los grupos C, LF y RP, y también se encontré que después de efectunda una intervencién, ¢l modelo
8a hace sinusaide, cosa que también concuerda con este autor. La tendencia de la curva a ser linea}
nuevamente en el periodo de PT o de seguimiento, es consideradn como un indicndor de recuperacién,
sin embargo, durante la LB los grupos TF y TV presentan una forma sinuseide adin sin haber recibido
manipulacién experimental alguna, por lo que se podrin suponer que esta tendencia es normal en
algunos casos, y que concuerda con la recuperacién funcional chservada despuésdel implante, tomando
a los grupos como su propio control,

Elancho del paso se mantuve como una funcién lineal, que ¢s en realidad o que se ve en todas
1as grdficas presentadas en os resultados, las variaciones solumente se ebservaren en cuanto nl grado
del polinomio. Palacios (1987) atribuye al ancho del paso In funcién en torno a la cual se hacen los
demds movimientos de alternacién de las extremidndes del animal y sunque se alternen aquellas
extremidades con Ins cuales se ha de ejercer el apoyo, el ancho del paso es una funcién que se

mantiene constante y con respects a la cual se ejeree el desplazamiento.

ElAngulo puede ser considerade como ¢l pardmelro mas representativo para hacer inferencing
sobre los efectos de 1a lesidn y las subsecuentes evidencias de recuperacion. El mismo auter encontrd
que el comportamiento del sngule es sinosoidal en condiciones normales y posee una tendencia
hiperbolar en el caso de existir una lesion, por lo tanto, In acentuacién de I primer tendencia se puede
considerar como un indicio de recuperacién funcional; con los resultados agui obtenidos se encontrd

Ia misma situacién: durante 1a LB todos Jos grupes presentan un comportnniiento sinusoidat, pero una
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vez efectuada 1a intervencitn sobre los grupos experimentales se observé la forma hiperbolar
caracteristica de la lesién; solamente en los grapos RPy TE s¢ ve la retuperasién y ba tendencia a ésta
durante el periedo de PT, respectivamente. $e observn que ln intervencin de LF también provocs
dafie, come lo demuestra el comportamiento de su grifica PL. Esto implica que la simple introduecidén
de la cdnula ¢n la CI produce uns lesion verdadera, Los grupos LF y TV no presentaron el sinusoide

{stico, mds bien per jeron con ol comportnmienta hiperbolnr, el primero con muy ligeros

eambios y ol segundo se mantuve igual.

A diferencia de ln variable anterier, &l ticmpo de nado parece que presents una tendencia
hiperbdlien que despues s hace sinusaide, como se observd en ol grupe control y en los grupos
experimentales, ¢s visible en 1as graficas gue Ja lesion vo interfiere con la ejecucién de ia pruebn, ye
qua todas muestran el mismo comportamienta que ¢} det grupo C. Come se recordard, en esta pruebn
solamente se tomé el tiempo que tardd ¢! animal en cruzar a nado Ia piscina, por lo gque se hace
necesaric tratar de tomar otres pardmelros para lograr un anatisis mds finn. Estos pueden ser: ¢}
numere de patadas gue el anima) da para alesnzar in otra orilla, el dngulo de torcidn del cuerpe en
eada patada con sespecto 2 un plang de éste y Yos companentes grométricos de [a posicion de las patas

usadas para nadar. Se chservé que ol animal utiliza basi las extremidades poateriores pars

ganar impulse, ademis de que también wtiliza Iz cola como auxilinr de estas, de tal monera que se
observa ung tersién caracter(sticn del cuerpo. Esto constitniria un anglisis mas fino porqua serin
posible sbservar qué Lips de movimicntos hace o} animal durante la ejeencion de lo tarea y como s
modifican despuds de in Jesion.

No fuué posible Ja caracterizacion anatdmica purtiendo dnicnmeate de tns evidencias histolégicas
disponibles. Con respecto al grupe TV na se vhservs sebrevivencin de Ins neuronas transplantadns
dentro del tejido hudsped; sin embarge, Tos animalea se recuperaron, aungue en menor medida dquc los
grupos RP y TF. Esto sugiere que al momento de efectuar el transplante se provecd una lesion
atceseria a la anteriormente practicada, ya que ¢ angule del pase durante ¢l periado PT presenta vng
tendencia a 1a recuperacién, peso no I aleanra arin después de aproximadamente tres meses después
de efectuade el implante, Aqui aparecen aljunas preguntas importnntes: si los mecanismos de
recuperacidn son disparados despuds def dane cecebral jCudnias veces pueden serlo? ;Qué periodo de
tiempo debers de pasar entre dos fesiones parn que tales mecanismas se disparen? (Serd posible danar
a intervaios regulares de tiempo a un animal y que éste presente siempre signos de recuperacién?. La
evidencis <linicn demuestra que eslo Gltimo no es cierto, como puede observarse en los casos de In
enfermedad de Parkinson; donde las neuronas dopaminédrpicas sebrevivientes al dado compensaen o}

déficit hasta Hegar un mamenta en el cual ya no es posible esto y la enfermedad se declara. En cuante
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al hecho de la no sobrevivencia del injerts, es posible argumentar que fue debido 8 que la téenica de
disociacién no fué llevadn a cabo correctamente. Dunnett y Bjorklund (1990) hicieran estudios en los
cuales utilizaron diferentes tipos de tejida nervioso fetal, particularmente primordios de hipocampo,
cuerpo estrindo y tallo eerebral. Encontraron que no todos ellos fueren resistentes al dano meednico
del pipeteo durante 1a disocincién y menos al uso de la tripsina durante el process de Ia digestisn
enzimdtiea para poder separar las células. También encontraren que el grado de resistencin fué
variable para cadn grupo de neuronas, estos nutores concluyeron que es posible que otras zonas det
cerebro sean mas o menos resistentes tanto a la tripsinizacion como al dafie mecdnico durante ef
pipeteo, ademds con las neurenas fetales que mueren de anoxin, aunque esto sucede en un menor
grado. Bs posible entonces que en este experimenta las neurenas injertadas ya hayan ido muertas at
momento de introducirse, ya sea por efecto de la tripsinn o por Ins repetidas pipeteadas n las que se
les sometid para hacer I disocincion. Para evitor esto, se sugiere el uso de tinciones vitales para medir
sobrevivencia celular antes de hacer e} transplante, este asegurars el estade de las neuronns y ademds
serd posible realizar incluso una estimacidn cuantitativa de células vivas al momento del injerto y
después del sacrificio del huésped. Se sugiere también hacer una réplica de! trabajo de Dunnett y
Bjorklund (1990) utilizando primordios de corteza motora y nsi ohtener los cstindnres de Inboraterie
especificos para este tipo de tejido embrionario. Se hari mencidn de que en el EPCyPA este trabajo
estd en preparacidn,

Para finalizar, disecutiremos con base en el trabajo histeldgico de los diferentes grupos: se
menciond que &l grupo LF presents secuelns despuds de efectunda la lesion, y los cortes histolégicos
as{ lo confirman, ya que junto a la cicatriz y dentro de ella hay una poblacién densa de macréfagos lo
que indica que la respuesta inflamatorin no habia pasado del todo en ¢! momento de la perfusisn,
aproximadamente cincoe meses despudés de practicadn In lesién filsn. Sepun Lindsay (1986), ia
respuesta al dafio puede ser dividida en cinco etapas, por orden de desarrelle: 1) Actividad fagocitica
prolongada por parte de las células de la microglia, 2) Hipertrofia de los astrocitos seguida de una
proliferacion amitética de estas cdlulas, 3) Alinencién de astrocitos fibrasas en forma radial alrededor
de la herida, 4) Formacién de un nicleo de tejido conectivo, compuesto prineipnimente de coligena,
seguida finalmente por 5) Contraccién de 1a herida para formar una ¢icatriz. A todo este conjunto de
eventos que ocurren en ¢l cerebro despuds del datio se le conece como "Gliosis reactiva’. La actividad
fagocitica ohservada en las laminillas de todos los grupoes experimentales pucde provenir no solamente
de la microglin, sino que también proviene de elementos de origen hematopoy ético. Coffey y cols. (lo9w),
demostraron la presencia de macréfngos de arigen hematopoyético en ¢l septum danade con dcido

iboténico en ratas. Incluse sugirieron que estas células, ademas de limpiar de desechos ta zona de In
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lesién, provocaban también dniie nxonal. También sugirieron que la respuesta inflamatoria estd
acompafiada de pérdida de mielinn y rompimiento de In barrera hematoencefiilica ¢n Ja region de la
lesisn, Los macréfngos que se observaron en las zonas de lesién practicadas en Ins ratas de este
experimento son células grandes de forma irregular y el citoplasma estd Jlena de granulos. Estos
macrdfegos no se parecen a las células de la microglia, ya que sen células grandes, micntras que tas
células de la microglin son, seguin Letson y Leeson (1984, 1986) células pequefins, semejantes a los

fibroblastos, con nicleos reniformes y olargados y presentnn granulos de cromatinn distribuidos
1 .

por el cariop! . Presentan ad is dos o mids prol iones citoplasmicas cortas, El

grupo RP no presents una eavidad y si una parcial presencin de macrsfagos. La apariencia de 1a lesién
de éste grupo es similar 2 la del grupo LF, esto indien que no hay unn diferencia entre la simple
introduccién de In cdnula y Ia introduccién y succién del tejido. Los grupos TF y TV presentaron on
muchos cases mis de una cicaltriz, lo que soperta la suposicién de la "doble lesién” que se les provocé
y explica cl hecho de que en ambos periodos de registro, PL y PT, solamente muestran una tendencia
a la recuperacién y no una recuperacién total o parcial. Ambos grupoes presentan abundancia de
macréfagos adyacentes a las zonas por donde pasé In einula, por lo que el proceso de cicatrizncion
estaba en una ctapn mds temprana que en los otros grupos experimentales.  Si fué posible, aunque
también parcinlmente, medir los efectos del dafio y de las varinbles que inducen 1a recuperacidn de

funciones perdidas después del doiio cerebrnl con la aplicacién de Ja baterfa de pruebas, disefiada parn
este propésito.
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XI1I. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir que:

a) Los cambios chservados, tanto después del dafio romo durante la recuperneisn son de tipe
cunlitative en congiciones de ambiente enriquecido.

by El largo del paso no solo s¢ comperta como una funcién lineal en condiciones normales, sino
que también puede mostrar una tendencia sinusoide #n las candiciones ambientales utilizadas en este
trabajo.

¢} Debido a lo anterior, lus comparaciones conductuales deben hacerse tomando a cadn grupo
como su propio control.

d) El efecto de In lesidin scbre el ancho del pase puede estar enmascarado debidoe al desarralle
normal de la rata y 2 las condiciones ambientales, yn que este pardmetro se modifica ligeramente.

¢} El angulo del paso e5 el pardametro mis confiable para Ia evaluncién del dato y de la
recuptracién, porque engloba al largo y al ancho del pase ¢n una sela funcion.

f) La simple intreduccidn de !a canula en la Capsuln Interna sin succionnr el tejide tiene
efectos similares a los de 1a lesion con succidn de tejido.

@) Lo recuperacion funcione! pasiva puede verse ya 75 dins despuds de efectundo el daiie bajo
condiciones de ambiente rica.
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XIIL. APENDICE,
1. Caleulo del fingulo del paso.
Sean los panimetros:
A= Largo dol pase
B= Ancho del pase
8= Angulo del paso

Se desen obtener una velacién entre A y B para caleular €. Segnin el esqueina 1, ésta es una
funcidn trigonométrica. En tal easo, se tiene cotho paniimetros conocidos el lado pdyacente (A2} y el
lado opucsta (). Asi entonces, las rnzones trigunométricas posibles a utilizar serdn:

tan & = Lado apuestaflado ndyaeente... .1
¢ot © = Lado adyncente/Indo opucsto.......2

Como sc ve, 1 y 2 son cofunciones una de o otra. En éste trabajo, se utilizé la razén 1,
Sustituyendo:

tan © = BAARZ)= 2/A.

Se despejn O:
© = arc tan 2B/A)........... 4

que fudé la ecuncién utilizada para enleular ¢l dnguls del paso en este reporte,
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2, Protocolo de cirugias.

Se describe a continuacién el matodo que se siguié para realizar las cirupgias de lesion y de
trunsplante:

1.- Primera se peso el organismo para calealar Ia cantidad de pentobarbital sidico que se
inyectarfa, tomando como base (0.4 mVKg), la inyeccion lué peritoneal.

2.- Ya anestesiado el arganismo se afeito lo porte superior de In cabeza, desde la regién que
queda entre los ojos hasta mas atrés de las orcjas.

3.- Se colocd el organismo con las barras estereotaxicas en el meato auditivo del oido, ademas
de montar tos dientes del animal sobre In barra para los incisivos, asegurandose que la cabeza del
animal estuviers montada aprapiedamente y sin ningun mavimiento.

4.- Se realizé una incisién ligeramente atrds de los ojos y scbre In linea media de los mismos
hasta dejar visibles las uniones de 1a linen medin y bregma, para tomarlas cotmo puntes de referencin
eatereotAxica.

5.- Se colocé una cdnula en una de las torres esterotdxicas en el cruce de estas dos lineas, se
tomé le lectura antero-posterior y lateral, restandoles t y 3.5 mm respectivamente, se marcé el nuevo
cruce y en esto se realizé un trépanoc con una broca de motor de baja velocidad, se tomé In lectura de
profundidad teniendo como punto de referencia a lu duramadre. A esta nueva medida se le restaron
7.3 mm para llegar a lo Capsula Interna. Se uso como guin el atlas eslercotdxico de Pellegrine y
Cushman (1963).

6.- En el caso del grupa Lesidn Falsa {LF) solo se introdujo una vez ln cdanula y extrajo, ¢n el
caso de los grupos Recuperacion Pasiva (RP), Transplante Falso (TF) y Transplante Verdadero (TV)
se introdujo Ja cdnula y se succiond el tejido, si en la primera succion no se obtenin tejido, se efectuaba
una segunda suceién en la misma zona. Despuds de la cirugia de lesidn se dejé al sujetn 3 dins en
recuperacién para continuar con los regisros de post-lesion.

7.- Para los grupos (TF) y (TV) a los cunles se les renlizé una segunda cirugia de transplante
se seguia el mismo métode para la localizacidn de la Capsula Interna, al grupo (TF) se inyectaba 10
pl de solucion salina y nl grups (TV} se transplantaba 30 pl de tejido neural embrionario en
suspensién. Después de la cirugia de transplante se les dejo 3 dias en recupericion para continuar con

los registros post-transplante.
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3. Método de disociacién de tejido neural embrionario segin Fishback (1972) descrito por
Schmidt y cola, (1881).
Se describea continuacion ¢! metado mediante el cual fue preparada In suspension de neuronas
fetales:
Después de realizada In cesdren, los fotes fueron colocndos on un rinen metalice y lavados con
solucién salina-glucosn 5% (Beclysil): posteriormente se extenjo ol cerebira n eada uno de los embriones
y se disecciond In corteza motora. Todo esle procese durs aproximademente 45 minutes. Las piczas

fueren colectadas en tubos de ensaye con solucion saling

glucosa 6 45 (Dextrabot) estéril a tempernturn
ambienta. Fueron entonces inctbados n 37 “C durninte 20 miinutos en solucidn salina glucosn al 6 &
y tripsina al 0,1 %. Pasnde éste Liempo, ln tripsina fue Invada de los tejidos mediante 3a inmersion de
¢stos en cuatre cambios de solucion salina-glucosa. Fl tejido fueé entonces disociado pipeteando
repetidamente con pipetas Pasteur pulidas al fuego. La suspensicn obtenida se mantuvo en !a solucién
salina-glucosa a la temperatura ambiente aproximadamente das horas, tiempe durante el cunl se
tomaron alicuotas para su implante,

4. Técnica de perfusion cardiaen.

1.- Se anestesié nl animal eon una sobredesis letal de pentobarbital (0.025 g por Kg de pesa
del animal).

2.- Tan prenta como el animal estuve quirdrgicamente nnestesiado, se realizé unat incisidn de
2 a8 4 cm de largo a través de la picl y n o larpo del lodo izquierdo del esterngn.

3.- Se levants a piel hacin un Iade del esterndn.

4.- Se realizd una incision laternl n Yo largo del borde infcn’ur‘de I caja tordxicn y se Tevantd
ésta, dejnndo el corazén al descubierto, cortando ¢l colpmjo.

5.- Al estar expuesto el corazén, se sujetd ¢l extrema inferior def ventriculo derecho con unns
pinzas de dientes de ratén y sc realizé una incisién, a fin de drenar toda Ia sanjre venosa que estaba
entrando a In caja lordxica,

6.~ Se inyectaren 500 ml de solucion salina fisiolégica dentro del ventrfculo izquierdo, parn
expulsar ta mayor parte de ln sangre que s¢ encontraba en ¢l corazén y en el cerebro.

7.- Se inyectd 560 mi de formol hufler dentro del ventriculo izquierdo, parn aprovechar el
aparato circulatorio y fijar el corebro.

8.- Después de terminarse In perfusion, ne decapité al animni parn extraer el cerebro

conservindolo en el fijador por espacio de dos semanas.
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6. Técnica de inclusién cn parafinn.

Los pasos utilizados para lograr la inclusion de los cerebros de los sujetos experimentales de
éste trabajo en parafina fueron los siguientes:

1.- Deshidratacion. La deshidratacion se logré utilizando nlcohol al 6% y nleshol absolute con
tres cambios en cada aleohol con una duracién de treinta a cuarenta minutos en eada uno.

2.- Impregnacién por medio de un disolvente de In parafina. Se sustituyé el aleshol
deshidratante por un disolvente de la parafina. El disolvente ocupado en este trabajo fue xilol. Kste
paso inicid una vez que s¢ terming ¢l dltimo cambio de aleohnl nbsoluts; consistié en tres bafes
sucesivos de treinta a cuarenta y cinco minutos cada uno.

3.- Se sumergieron tres veces las piezas en parafina a 56, y permanccieron de treinta a
cuarenta y cince minutos en cads cambio. En las dos primeros se logré la evaperacion del disolvente
de la parafina y en la tercera la campleta penetracion en todas lus célutas del tejido. .

4.+ Inclusién definitiva. E! tejido se colacs en parafing fundida contenida dentro de moldes y
se orient6 de 1a manera deseada.

Laos cortes de esta inclusién sc realizaren con el micrétomo de deslizamicnto. Se recogieron en
un bafo con agua caliente (entre 40 y 45 “C), sobre el cual se extendieron esles corles; se colocaron
sobre la superficie de un portaobjetos y s secaron entre dos hojas de papel Gitro. Los portaoljetos con
<l corte se colocaron en una estufn a una temperatura de 55 o 56 C durante dos o tres horas, para

lograr su fijacién. Despuds se Invaron con xilol para quitar el exceso de parafina y se tineron,
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