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Niicleos del Peduriculo Pontino.

Nicleo Subtaldmico.
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EVALUACION Y MEJORAMIENTO DE COORDINACION MOTORA EN RATAB VIEJAS
MEDIANTE AGENTES DOPAMINERGICOS Y TRANSPLANTES CEREBRALES.

TESIS DOCTORAL: FERNANDO GARCIA HERNANDEZ.
RESUMEN

Los procesos neurodegenerativos asociados al envejecimiento se acompafan
por el deterioro de las capacidades motoras en individuos y animales viejos.
Aunque existen diversas pruebas disefladas para la evaluacidn de las
deficiencias motoras, éstas generalmente adolecen de escalas de evaluacidén
bien definidas, que permitan establecer diferencias claras y consistentes. En
esta tesis se presenta a) un nuevo método de evaluacidn de las deficiencias
motoras en ratas viejas, asl como los cambios en la coordinacién ante b) la
administracién de agentes que incrementan la transmisidén dopaminérgica y c¢) el
transplante de médula adrenal fetal cultivada o fresca.

El aparato de evaluacién consiste de vigas de madera de 2m de longitud con
3, 6, 12, 18 y 24 mm de ancho, inclinada 15 grados, las cuales las ratas deben
atravesar para alcanzar su caja hogar. El tiempo total requerido por los
animales para transitar las vigas fue cronometrado hasta un limite maximo de
120 seqg. También fue registrado el tiempo en que los animales permanecieron
estaticos: tiempo de no movimiento. Todas las vigas fueron utilizadas en cada
evaluacidén dispuestas en orden aleatorio. Cuarenta ratas macho de la cepa
Wistar fueron utilizadas, divididas en 20 ratas jovenes (3 meses de edad y 245
+ 48g de peso) y 20 ratas viejas (26.5 % 3.9 meses y 543 * 72 g). Los
resultados mostraron que el tiempo requerido por las ratas viejas para
atravesar las vigas fue significativamente mayor que el ocupado por las ratas
jévenes, independientemente del ancho de la viga. Asimismo, las ratas jévenes
pudieron atravesar todas las vigas, mientras que casi ninguna rata vieja fue
capaz de atravesar las vigas de 3 y 6 mm. El aumento en el ancho de las vigas
permitid® que las ratas viejas paulatinamente pudieran alcanzar la caja. Cuando
a las ratas jovenes se les ajustd un cinturén de plomo de 100g, éstas ailn
fueron capaces de atravesar todas las vigas. La administracidén de Haloperidol
(0.1 ¥y 0.2 mg/Kg i.p.) redujo considerablemente la capacidad motora de las
ratas jovenes, ya sea retardiandolas significativamente o impidiéndoles
atravesar. De manera contraria, la administracién de anfetamina (1 mg/Kg i.p.)
o L-dopa (50 mg/Kg) mejord considerablemente el desempefio de las ratas viejas,
reduciendo el tiempo de ejecucidn y aumentando el nimero de ratas capaces de
atravesar las distintas vigas. Para los experimentos de transplantes de médula
adrenal se utilizaron 20 ratas jévenes de la cepa Wistar con propdésitos
comparativos y 20 ratas viejas con edad media de 25.6 %* 0,9 meses y 574.8 *
23.5 g de peso al inicio del experimento. El grupo A (n=5) y B (n=5)
recibieron transplantes de células cromafines fatales cultivadas por 5 dias.
300 000 células fueron implantadas en la cabeza del niicleo caudado izquierdo
(grupo A) y bilateralmente en ambos nicleos (grupo B). El grupo C (n=5), fue
transplantado con una médula adrenal fetal en blogue colocada en el ventriculo
lateral en contacto con el caudado. El grupo D (n=5) recibid transplante falso
y fue utilizado .como control. Todas las ratas fueron evaluadas antes del
transplante y cada 14 dias por seis ocasiones (84 dias) postransplante,
periodo después del cual fueron sacrificadas para su andlisis histolégico. Los
resultados mostraron que las ratas con transplantes bilaterales de células
cromafines cultivadas y aquellas con falso transplante no mostraron reduccidn
de las deficiencias motoras a lo largo del periodo de evaluacidén. Las ratas
con transplante unilateral mostraron una tendencia hacia la recuperacién, pero
g6lo en las ratas con transplante de médula adrenal en bloque se observd una
reduccién estable y estadisticamente significativa de las deficiencias motoras
hasta el final del periodo de evaluacidn. El andlisis histoldgico mostrdé que
log transplantes de cé&lulas cultivadas presentaban una pobre sobrevivencia,
encontriandose pocas células cromafines. Los transplantes en bloque mostraron
una apariencia saludable con abundantes células cromafines,

Los resultados muestran que la prueba de la viga inclinada es un método
confiable para destacar las deficiencias motoras en relacidn a la edad y que



éstas son susceptibles a las influencia dopaminérgica. También muestran que
los transplantes de médula adrenal en bloque, logran reducir las deficiencias
motoras en las ratas viejas por periodos de hasta 84 dias mientras que los
transplantes de células cultivadas no logran un efecto tan pronunciado.

ABSTRACT

The neurodegenerative processes associated to aging, severely affect the
motor capabilities of aged humans and experimental animals. Although several
tests have been designed for the evaluation of the motor deficits in
experimental animals, most of them lack objective evaluating scales, making
clear and consistent differences hard to establish. In this thesis we present
a new motor test designed to evaluate the motor deficits of aged rats as well
as the effects of dopaminergic acting drugs and brain transplants over their
motor coordination. The apparatus consists of 2m wood beams 3, 6, 12, 18 and
24mm width, inclined 15 degrees, presented in a random fashion, which rats
most cross in order to reach their home cage. Total time required to cross, as
well as the no movement time were measured, allowing a maximum time of 120
sec. Twenty young (3 month old, weight 245 * 48g) and twenty aged (26.5 £3.9,
weight 543 * 72g) Wistar rats were used. Our results showed that the time
required by aged rats to cross all beams was significantly larger than that of
young rats, independently of the beam width. Wider beams allowed more aged
rats to reach their home cage. When young rats were fitted with a 100g lead
belt, rats were still capable to cross all beams. Haloperidol (0.1 and 0.2
mg/Kg i.p.) significantly reduced the motor capacity of young rats, slowing or
even preventing them to cross. On the contrary, amphetamine (1 mg/Kg) and L-
dopa (50 mg/Kg) produced a significant reduction of aged rats motor deficits,

'reducing both total and no movement time.For adrenal medulla transplants

studies, 20 young Wistar rats were used for comparative purposes. Also 20 aged
ratgs with 25.6 * 0.9 moths old and weighing 574.8 £ 23.5 g at the beginning of
the experiments were used. Group A (n=5) and Group B (n=5) received 300 000
fetal adrenal cells cultured for 5 days into the head of the left caudate
nucleus (group A) or bilaterally into both caudates (group B). Group C (n=5),
was transplanted with one fresh fetal adrenal medulla placed as a block of
tissue into the lateral ventricle in contact with the caudate nucleus. Group D
(n=5), received sham transplants and used as control. All animals were
evaluated before transplantation and every 14 days after grafting for 6 times
(84 days) and then sacrificed for histological analysis. The results showed
that sham and bilaterally grafted animals showed no reduction of motor
deficits along the testing period. Unilaterally transplanted rats showed a
tendency toward recovery, but only in the block transplanted animals a
significant recovery was observed. Histological examination showed that
cultured grafts had poor survival rates. Block transplants exhibited a healthy

appearance with abundant chromaffin cells.

Our results show that the narrow uphill beam test is a confident test for
the evaluation of motor deficits in aged rats and that it can be subjected to
dopaminergic tests. They also show that fetal adrenal block transplants are
capable of reducing aged rats motor disturbances for as long as 84 days, while
cultured cell transplants did not showd a clear effect.
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RESUMEN

Los procesos neurodegenerativos
asociados al erivejecimiento se
acompanan por el deterioro de las
capacidades motoras en individuos y
animales viejos. Aunque existen diversas
pruebas disefiadas para la evaluacién de
las deficiencias motoras, éstas
generalmente adolecen de escalas de
evaluacion bien definidas, que permitan
establecer  diferencias  claras vy
consistentes. En esta tesis se presenta
a) un nuevo método de evaluacion de las
deficiencias motoras en ratas viejas, asi
como los cambios en la coordinacién
motora ante b) la administracion de
agentes que incrementan la transmision
dopaminérgica y c¢) el transplante de
médula adrenal fetal cultivada o fresca.

El aparato de evaluacidon consiste de
vigas de madera de 2m de longitud con 3,
6, 12, 18 y 24 mm de ancho, inclinada 15
grados, las cuales las ratas deben
atravesar para alcanzar su caja hogar. El
tiempo total requerido por los animales
para transitar las vigas fue cronometrado
hasta un limite maximo de 120 seg.
Tambien fue registrado el tiempo en que
los animales permanecieron estaticos:
tiempo de no movimiento. Todas las vigas
fueron utilizadas en cada evaluacion
dispuestas en orden aleatorio. Cuarenta
ratas macho de la cepa Wistar fueron
utilizadas, divididas en 20 ratas jovenes (3
meses de edad y 245 1 48g de peso) y 20
ratas viejas (26.5 + 3.9 meses y 543 + 72
g). Los resultados mostraron que el
tiempo requerido por las ratas viejas para
atravesar las vigas fue significativamente
mayor que el ocupado por las ratas
jovenes, independientemente del ancho
de la viga. Asimismo, las ratas jovenes

pudiercn atravesar todas las vigas,
mientras que casi ninguna rata vieja fue
capaz de atravesar las vigas de 3 y 6 mm,
El aumento en el ancho de las vigas
permiti6 que las ratas viejas paula-
tinamente pudieran alcanzar la caja.
Cuando a las ratas jovenes se les ajustd
un cinturdn de plomo de 100g, éstas aun
fueron capaces de atravesar todas las
vigas. La administracion de Haloperidol
(0.1 y 0.2 mg/Kg i.p.) redujo conside-
rablemente la capacidad motora de las

ratas jovenes, ya sea retardandolas
significativamente 0 impidiéndoles
atravesar. De manera contraria, la

administracion de anfetamina (1 mg/Kg
i.p.) o L-dopa (50 mg/Kg) mejord
considerablemente el desemperio de las
ratas viejas, reduciendo el tiempo de
ejecucion y aumentando el numero de
ratas capaces de atravesar las distintas
vigas.

Para los experimentos de transplantes
de médula adrenal se utilizaron 20 ratas
jovenes de la cepa Wistar con propdsitos
comparativos y 20 ratas viejas con edad
media de 25.6 £ 0.9 meses y 5748 &
23.5g de peso al inicio dsl experimento. El
grupo A (n=5) y B (n=5) recibieron
transplantes de células cromafines fatales
cultivadas por 5 dias. 300 000 células
fueron implantadas en la cabeza del
nucleo caudado izquierdo (grupo A) vy
bilateralmente en ambos nucleos (grupo
B). El grupo C (n=5), fue transplantado
con una médula adrenal fetal en bloque
colocada en el ventriculo lateral en
contacto con el caudado. El grupo D (n=5)
recibid transplante falso y fue utilizado
como control. Todas las ratas fueron
evaluadas antes del transplante y cada 14
dias por seis ocasiones (84 dias)
postransplante, periodo después del cual
fueron sacrificadas para su andlisis



histologico. Los resultados mostraron que
las ratas con transplantes bilaterales de
células cromafines cultivadas y aquellas
con falso transplante no mostraron
reduccion de las deficiencias motoras a lo
largo del periodo de evaluacion. Las ratas
con transplante unilateral mostraron una
tendencia hacia la recuperacién, pero sélo
en las ratas con transplante de médula
adrenal en blogque se observé una
reduccion estable y estadisticamente
significativa de las deficiencias motoras
hasta el final del periodo de evaluacion.
El analisis histolégico mostrdé que los
transplantes de células cultivadas
presentaban una pobre sobrevivencia,
encontrandose pocas células cromafines.

l.os transplantes en bloque mostraron una
apariencia saludable con abundantes
células cromafines.

L.os resultados muestran que la prueba
de la viga inclinada es un método
confiable para destacar las deficiencias
motoras en relacion a la edad y que éstas
son susceptibles a las influencia
dopaminérgica. También muestran que
los transplantes de médula adrenal en
blogue, logran reducir las deficiencias
motoras en las ratas viejas por periodos
de hasta 84 dias mientras que los
transplantes de células cultivadas no
logran un efecto tan pronunciado.



INTRODUCCION

lLos desdrdenes y padecimientos del
sistema Nervioso suelen tener
repercusiones devastadoras sobre los
individuos que las padecen afectando
dramaticamente Sus vidas €
incapacitandolos para la realizacion de
actividades cotidianas. Con el avance de
la edad, aumentan considerablemente las
manifestaciones de los desdrdenes del
sistema nervioso, siendo frecuente que en
individuos de adad avanzada se
identifique con facilidad el deterioro de
sus capacidades motoras y cognoscitivas.
Los afecciones del sisterna nervioso
asociados al envejecimiento no se
manifiestan como efecto de alguna
patologia, sino por la degeneracion
natural del sistema nervioso provocada
por el paso del tiempo.

De acuerdo a algunos estudios de la
Organizacion de las Naciones Unidas, se
espera que para el afio 2020 se duplique
el numero de individuos con 65 6 mas
afos de edad. Esta poblacion la
constituimos los individuos  que
actualmente contamos entre 30 a 40 arios
de edad, siendo que de éstos se estima
que aproximadamente el 10% tendra 85 6
mas arfios de edad (Khachaturian, 1984).
Este grupo de individuos se considera de
alto riesgo meédico, y dada la multiplicidad
de padecimientos que presentan sera
necesario contar con amplios servicios
médicos. '

Entre los diversos padecimientos
asociados a la edad, los relacionados con
el mal funcionamiento del sistema
nervioso requieren de tratamientos
prolongados, siendo los que mayores
implicaciones presentan para los servicios

de salud, por lo que su estudio es
prioritario dentro de la investigacion
biomédica. Actualmente, el esclareci-
miento de las bases anatomicas,
fisiologicas y bioquimicas que subyacen a
la manifestacion de los padecimientos y
desdrdenes del sistema nervioso, ocupa
una proporcion considerable de |la
investigacion en neurociencias, siendo
comun que dentro del disefio experimental
de las investigaciones, tengan cabida
alusiones y  especulaciones  sobre
diferentes aspectos de alguna
enfermedad neuroldgica.

La pérdida de células nerviosas ocurre
durante el curso natural del
envejecimiento y puede ser acelerada en
padecimientos neurodegenerativos
asociados a |la edad como Ia
enfermedades de Alzheimer, Parkinson,
Huntington o la esclerosis lateral
amiotroéfica. Los desérdenes ocasionados
por una degeneracibn prematura y
acelerada de poblaciones celulares
especificas del sistema nervioso, han
captado la atencién de un gran numero de
investigadores. El interes por las
enfermedades neurodegenerativas antes
mencionadas, se basa en que estos
padecimientos son considerados efecto
de un envejecimiento prematuro del
sistema nervioso dada la similutud entre
las alteraciones presentes en los
pacientes afectados por estas
enfermedades y las personas viejas sanas
(Barbeau, 1973; McGeeer y cols., 1977;
Appel, 1981). El esclarecimiento de los
mecanismos responsables de la
degeneraciony muerte de las neuronas
involucradas en la manifestacion de
dichas enfermedades, significara un
importante avance en el entendimiento no
solo de estas enfermedades, sino del
envejecimiento del sistema nervioso.
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La pérdida celular es una de las
evidencias mas elocuentes del
envejecimiento en el sistema nervioso.
Durante el transcurso de la vida de un
organismo, existe muy poca pérdida
celular en el tallo cerebral, exceptuando a
la sustancia nigra y al locus coeruleus,
mientras que en algunas estructuras
telencefalicas como el hipocampo, la
corteza y el nucleo basal de Meynert,
existe una marcada pérdicla celular vy
decremento en su funcion (McGeer vy
cols., 1977, 1978, Duara y cols., 1985;
Finch, 1993, Shibata y cols., 1993;
Dunbar y cols., 1993; Santucci y cols.,
1993).

Sin embargo, es importante considerar
que los efectos del envejecimiento no solo
pueden manifestarse como muerte
celular, sino también en niveles "sutiles"
como alteraciones ultraestructurales,
neuroquimicas e incluso en el desacople
de sefales mediadas por segundos
mensajeros.

Dado que las células nerviosas
diferenciadas son postmitéticas, éstas son
incapaces de reemplazarse a si mismas
por o que deben permanecer
funcionalmente viables durante la vida del
organismo. Por ello puede suponerse la
existencia de mecanismos necesarios
para el mantenimiento funcional a largo
plazo de las células nerviosas, sin
embargo €s0s mecanismos son muy poco
conocidos.

Al paso del tiempo, el origen y los
mecanismos que subyacen la
presentacion de las enfermedades
neurodegenerativas en sujetos adultos y
viejos son aun desconaocidos y afectan a
un numero cada vez mayor de individuos.
El estudio de los desordenes del sistema

nervioso  envejecido  en  animales
experimentales, es en si mismo, una
herramienta sumamente poderosa en el
entendimiento de las enfermedades del
sistema nervioso.

ANTECEDENTES

Durante siglos el legado escrito de la
humanidad ha reconocido el deterioro de
diversas funciones asociado con el
avance de la edad. E| reconocimiento
uriiversal de este deterioro se encuentra
ejemplificado en la literatura antigua en
las observaciones de Virgilio "La vejez
roba todas las cosas, incluso la mente".

A lo largo de la historia el concepto de
envejecimiento ha contenido en si mismo
un fuerte componente antropocentrico, ya
que en general el término se aplica en
alusion al ser humano. Esta concepcion
es erronea ya que la gran mayoria de los
seres vivos envejecen, exceptuando a los
organismos mas sencillos, en los cuales
la alteracién de alguna de sus estructuras
vitales usualmente conlleva a la muerte
(Gavrilov y Gavrilova, 1993). En este
sentido, debe considerarse que las
escalas temporales para medir el
envejecimiento de cada especie pueden
variar sustancialmente de acuerdo a la
expectativa de vida de cada especie.

Las alteraciones asociadas al
envejecimiento son una de las pocas
propiedades universales compartidas por
los seres vivos, siendo que dichas
alteraciones suelen ser distintas entre las
especies. Posiblemente el reino animal,
es el grupo Dbiolégico donde las



alteraciones asociadas al paso del tiempo
pueden ser mas facilmente reconocibles.

Desde este punto de vista “el
envejecimiento" como actualmente lo
conocemos es un artefacto producto del
desarrollo de la civilizacion. Previo al
desarrollo de la civilizacion como la
conocemos, antes de que el hombre se
protegiese a si mismo y a otras especies
Utiles a sus intereses, los organismos
vigjos en un medio ambiente inalterado
eran rapidamente retirados de Ia
comunidad, ya que éstos se encontraban
sujetos a las mismas presiones de
seleccion que el resto de los de su
especie y en la naturaleza hay pocas
muertes naturales. Por ello, la proporcion
de organismos viejos es mucho menor a
la de organismos jovenes en una misma
comunidad, ya que los organismos
jbvenes mantienen una alta capacidad
para responder a las agresiones de su
entorno.

Las teorias actuales del envejecimiento,
basadas en los principios de la biologia
evolutiva, tienen como hipétesis el que e!
envejecimiento ocurre por que ‘las
presiones de la seleccion natural
aumentan con la senectud’. De esta
hipbtesis se desprende, que los
mecanismos de  mantenimiento vy
reparacion necesarios para asegurar el
éxito reproductivo en la primeras etapas
de la vida, declinan cuando comienza la
reproduccion (Olshansky y cols., 1993).

L.os estudios independientes de Carey y
colaboradores (1992) y Curtsinger vy
colaboradores (1992), sugieren
fuertemente que los organismos no estan
programados para morir, pero tampoco
estanprogramados para sobrevivir mas
alla de la edad requerida para asegurar €l
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éxito reproductivo, por lo que el
envejecimiento no puede ser considerado
parte del desarrollo.

Las respuestas inmediatas a las
agresiones del medio ambiente son
controladas directamente por el sistema
nervioso, por lo que la adaptacion exitosa
de los organismos a su medio ambiente
depende fuertemente de la capacidad vy
correcto  funcionamiento del sistema
nervioso. Con base en esto, la expectativa
de vida de una especie animal esta sujeta
estrechamente a los condiciones
cambiantes de su ecosistema y a la
integridad del sistema nervioso.

En las comunidades humanas estos
principios pierden validez ya que la
humana es la unica especie animal capaz
de prolongar su propia expectativa de
vida, gracias al mejoramiento de las
metodologias meédicas y a que se rodea
de un medio ambiente estable. Por ello,
es que el fendmeno del envejecimientc se
agudiza en las comunidades humanas. El
incremento de las expectativas de vida del
ser humano pone de manifiesto la
necesidad de estudiar y comprender los
desdrdenes asociados al envejecimiento.

A pesar del reconocimiento de los
efectos del envejecimiento desde tiempos
remotos, la biogerontologia o el estudio
del como envejecen los organismos es
una disciplina joven en pleno desarrollo.
Es solo durante los ultimos quince arios
que esta disciplina ha atraido la atencion
de una proporcidon  suficiente de
investigadores en biomedicina logrando
que esta disciplina adquiera un caracter
suslantivo. La reciente aparicidn de la
biogerontologia se ve acompaiiada por la
falta de un sustento tedrico-experimental
solido. Esto ha promovido la proliferacion



de especulaciones acerca de los
fundamentos tedricos en el area,
desencadenando una abundancia de
teorias desde los mas diversos puntos de
vista.

Dado que las alteraciones asociadas a
la edad se manifiestan y afectan
virtualmente a todos los componentes de
los sistemas vivos desde el nivel
molecular hasta el organismo completo,
ha permitido postular teorias del
envejecimiento organizadas jerarquica-
mente basandosc en los eventos
ocurridos en el transcurso del tiempo a
nivel molecular, organelo, celular, tisular,
organico o de todo el animal.

Las teorias sobre el envejecimiento
biolégico deben ser  analizadas
cuidadosamente ya que las evidencias
que las sustentan pueden ser muy
persuasivas, pero su apoyo experimental
puede ser muy pobre. Sobhre todo, se
debe considerar que aquelias alteraciones
consideradas comunmente como efecto
del envejecimiento pueden ser causadas
por inestabilidad bioldgica y suelen tener
multiplicidad de causas 6 ser la expresion
de alteraciones mas basicas. Esto no
excluye la posibilidad de que la causa
fundamental del envejecimiento pueda
recaer en la expresion diversificada de
una soéla alteracion basica. Un hallazgo
semejante podria ser considerado como la
"causa fundamental", a pesar de poder
producirnumerosos cambios secundarios
y terciarios. Seguramente con el avance
del conocimiento en el area otras teorias
aun por ser descritas podran estar mas
cercanas a la realidad.

Diversas teorias consideran como
causas principales del envejecimiento
perturbaciones en: el sistema inmune, el

sistema neuroendocrino, mutaciones en
células somaticas, el programa genético y
la acumulacion de errores y falta de
reparacion, estados fisioldégicos selectos,
generacion e inactivacion de radicales
libres, inestabilidad de moléculas o .
enlaces aberrantes entre ellas, cambios
de entropia, pérdida de la regulacion
intracelular de calcio, acumulacién de
lipofuscina y pérdida celular en regiones
especificas. Tomadas en conjunto la
mayoria de las teorias no son
mutuamente excluyentes, siendo que
todas o algunas pueden operar
simultaneamente en el organismo y en el
sistema nervioso.

A continuacion se presenta una
descripcion de dos de las teorias dei
envejecimiento, que afectan directamente
al sistema nervioso. Ante las evidencias
clinicas y experimentales recientemente
acumuladas, las teorias de los radicales
libres y el calcio, alcanzan un papel
particularmente relevante en el proceso
de envejecimiento y degeneracion del
sistema nervioso.

Teorfa del estrés oxidativo
y los radicales libres.

Postulada por Harman (1955, 1956,
1957), ésta es una de las teorias del
envejecimiento que con el paso de los
aflos ha sido fuertemente sustentadas
experimentalmente, siendo en |la
actualidad una de las teorias mas
aceptadas. lLa teoria postula que las
reacciones de los radicales libres causar
la acumulacion progresiva de cambios
dafinos en biomoléculas que al paso del
tiempo, son responsables del incremento
de las enfermedades y la muerte que
acompanan al envejecimiento (Harman,



1981; 1987; 1991). Esta hipdtesis se basa
en la naturaleza quimica de las
reacciones de los radicales libres y su
abundancia en |os seres vivos.

Los radicales libres son. atomos o©
moléculas que poseen un electron sin
aparear que los hace sumamente
reactivos, dada su tendencia termo-
dinamica a aparear este electron, Las
reacciones de los radicales libres son
irreversibles, caracterizadas por la
presencia transitoria de intermediarios
altamente reactivos con electrones sin
aparear (para revision consultar Halliwell
y Gutteridge, 1989a).

L.os radicales libres pueden originarse
por a) la exposicion de las células y sus
organelos a radiaciones ionizantes, b)
reacciones no enzimaticas y c} como
subpraductos del metabolismo normal por
reacciones enzimaticas, particularmente
en la fotosintesis y la reduccién de O, a
agua (Chance vy cols,, 1979). Al
reaccionar conuna molécula estable los
radicales libres producen otro radical
libre, por lo que frecuentemente estas
reacciones se presentan en cadena, en
las que un solo radical puede iniciar un
proceso que al propagarse alterara
multiples moléculas astables.

Ya que este tipo de reacciones se
presenta en todas las células del
organismo, se postula que los darios
producidos por los radicales libres sean
un fendmeno generalizado observable en
todos los tejidos. El incremento de las

especies derivadas del oxigeno 0
radicales libres, crean una situacion
conocida como estrés oxidativo, el cual
puede causar lesiones bioquimicas vy
fisiologicas que frecuentemente resultan
en el desacople metabdlico y la muerte
celular (Scandalios, 1992). El hecho de
que el oxigeno sea ubicuo en los
organismos aerdbicos, ha originado el
concepto de la paradoja del oxigeno, esto
es, que el oxigeno es indispensable para
la vida aerdbica, pero también el
precursor del estrés oxidativo (Pacifici y
Davies, 1991).

El proceso respiratorio de las células de

los mamiferos consume 0,
necesariamente. El manejo metabdlico del
oxigeno es una importante fuente

productora de radicales libres, ya que
aproximadamente el 2% del oxigeno
consumido por las mitocondrias no es
reducido completamente (Boveris vy
Chance, 1973; Chance y cols., 1979),
dando como resuitado el que se
produzcan radicales superoxido.
Subsecuentemente por accion de la
superoxido-dismutasa se produce
peroxido de hidrégeno. El peroxido de
hidrégeno puede ser convertido a agua
mediante la accion de la catalasa o bien a
través de la glutation peroxidasa. Si el
preréxido de hidrdgeno reacciona con otro
radical superoxido, mediante la
intervencion de metales pesados, se
produce entonces radicales mas pctentes
como el radical hidroxilo a través de la
reaccion de Haber-Weiss (Figura 1).
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Figura 1. Reacciones de generacion de radicales
libres derivados del oxigeno. Ver texto,

Ha sido reporiado que un pequeno
incremento en los niveles de lierro
intracelular, puede acelerar dramatica-
mente la produccidn de radicales libres
(Minotti y Aust, 1989). Aunque el fierro es
considerado como el mas importante
mediador en la fermacion de radicales
libres, se debe considerar a su vez los
niveles intracelulares de manganeso y
cobre (Aust y cols., 1985).

El dafic producido por los radicales
libres puede expresarse como a)
acumulacion de alteraciones oxidativas en
proteinas (Davies, 1987, Smith y cols.,
1992), lividos membranales (Steinberg y
cols., 1989; Schwartz y cols., 1991,
Lopeztorres y cols., 1992) v ADN (Ames y
Shigenaga, 1992; Halliwell y Aruoma,
1992), b) acumulacion de substancias
metabdlicas inertes como pigmentos por
reacciones de polimerizacion oxidativa
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(Lopeztorres y cols., 1993), ¢) incremento
en la concentracion intracelular de calcio
idnico y d) alteraciones del citoesqueleto
(Halliwell y Aruoma, 1992).

Una de las modificaciones mas
importantes a la que esta teoria ha sido
sujeta propone que los radicales libres y
sus reacciones estan involucradas en la
etiologia y el desarrollo de varias
enfermedades, en particular enferme-
dades cronicas que limitan la expectativa
de vida de un organismo dado. Ha sido
comprobado que los dafios producidos
por el stress oxidativo, estan directamente -
involucrados en las alteraciones de las
membranas de mitocondrias y lisosomas

(Halliwell 'y Aruoma, 1992), en la
arterioesclerosis y problemas cardio-
vasculares (Steinberg vy cols., 1989

Schwartz y cols.,, 1991) vy algunos
procesos degenerativos asociados al



envejecimiento como cirrosis, artritis y
cancer (Halliwell y Gutteridge, 1989a),
procesos isquémicos (Cao y cols., 1988;
Vlessis y cols., 1990), enfisema y diabetes
(Pryor, 1987).

En el sistema nervioso pueden
encontrarse grandes cantidades de
substratos susceptibles de ser atacados
por los radicales libres, como son los
lipidos insaturados y las catecolaminas.
La fuerte sensibilidad del cerebro al dario
oxidativo, sugiere que éste puede ser un
blanco  critico  del proceso  de
envejecimiento (LeBel y Bondy, 1992).

Ha sido propuesto que el stress
oxidativo sea directamente responsable
de la etiologia de algunos desdrdenes del
sistema nervioso central como es la
enfermedad de Parkinson (Cohen, 1983,
Youdim y cols.,, 1989; Dexter y cols.,,
1989a,b, 1990, 1991a,b; Calne, 1992), la
enfermedad de Alzheimer (Harman, 1981;
Volicer y Crino, 1990), la disquinesia
tardia (Lohr y cols., 1990) y el sindrome
de Down (Brooksbank y Balazs, 1984).

Asimismo, existen evidencias
experimentales de que los radicales libres
estén involucrados en varios mecanismos
de neurotoxicidad (Kontos, 1989; LeBel y
Bondy, 1991a), muerte neuronal asociada
a procesos isquémicos (Kitagawa y cols.,
1990), cambios oxidativos en el receptor a
GABA acoplado al canal de cloro,
mediados por la fosfolipasa A, los cuales
incrementan la  excitabilidad celular
(Schwartz y cols.,, 1988), y en la
generacion y dano celular ccasionado por
actividad epiléptica (Armsiead y cols.,
1989; Kontos, 1989; Essman y Wollman,
1989), en algunos casos por regulacion
de los radicales libres sobre el receptor
NMDA {Tauck y Ashbech, 1990; Levy vy

cols., 1990; Pellegrini-Giampietro y cols.,
1990), o bien por la inactivacién de la
sintesis de glutamina (Oliver y cols.,,
1990). Posiblemente la hiperactividad
neuronal y los radicales libres podrian
cooperar en la génesis del daio neuronal
(Pellegrini-Giampietro y cols., 1990; LeBel
y Bondy, 1992).

El estrés oxidativo es el resultado de la
remocion incompleta de los productos
derivados del oxigeno, por los
mecanismos de defensa fisiologica (Sies,
1991). Las defensas fisioldgicas contra el
stress oxidativo incluye a moléculas
antioxidantes y proteinas antioxidantes.
Las proteinas antioxidantes pueden
actuar destruyendo cataliticamente los
oxidantes;, como la superdxido dismutasa,
catalasa, y glutation peroxidasa, o
secuestrando los metales de transicion,
previniendo que los iones metalicos
catalicen la generacién de radicales libres
como la trasferrina y la ceruloplasmina
(Gutteridge, 1983; Aruoma y Halliwell,
1987, Halliwell y Gutteridge, 1990; Frei y
cols., 1992).

Las moléculas antioxidantes actuan ya
sea inactivando los oxidantes, o bien,
quelando los iones metalicos de
transicion. Estos pueden ser divididos en
antoxidantes solubles en agua como el
acido ascorbico, el glutation, y el acido
urico, y antioxidantes liposolubles como el
-tocoferol y el -caroteno (Halliwell vy
Gutteridge, 1990; Stocker y Frei, 1991;
FFreiy cols., 1992).

En el cerebro, los niveles basales de las
enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa son
bajos (Savolainen, 1978), y la mayor parte
de su proteccidon antioxidante se
encuentra en los capilares sanguineos y



células gliales (Tayarani y cols., 1987),
presumiblemente para impedir la difusidn
de agentes oxidantes hacia las neuronas,
ya que los microvasos cerebrales son un
sitio de alta actividad de peroxidacién de
lipidos (Hall y Braughler, 1989) y actividad
oxidativa (Ghersi-Egea y cols., 1988).
Asimismo, los niveles de ferritina, en el
sistema nervioso son sumamente bajos
(Halliwell, 1989a,b), y el decremento en la
concentracion de esta molécula en el
cerebro, ha sido relacionado con la baja
actividad antioxidativa observada en la
enfermedad de Parkinson (Dexter y cols.,
1990, 1991a,b).

Comparativamente, el tallo cerebral
contiene una concentracion menor de
glutation que el resto del cerebro, ademas
de una alta actividad deoxidativa, por lo
que ha sido propuesto que esta
combinacién puede hacer a esta region
especialmente  vulnerable al dano
oxidativo, especialmente ocasionando la
muerte de las células nigrales en la
enfermedad de Parkinson (Perry y cols.,
1982; Ravindranath y cols., 1989).

Los reportes acerca de los efectos del
envejecimiento  sobre el  potencial
oxidativo cerebral son contradictorios
(Sawada y Carlson, 1987; Devasagayam,
1989, Cand y Verdetti, 1989; LeBel y
Bondy, 1991b). De la misma forma, los

reportes sobre los cambios en las
defensas antioxidantes en el sistema
nervioso  central  envejecido  son

conflictivos, tanto para las actividades de
la superdxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa y citocromo oxidasa
(Vitorica y cols., 1984, Scapa y cols,,
1987; Cand y Verdetti, 1989, Vanella y
cols.,, 1989; Barja de Quiroga y cols.,
1990; Semsei y cols.,, 1991, LeBel y
Bondy, 1991b), como enscl sistema del

glutation (Benzi y cols,, 1989,
Devasagayam, 1989; Barja de Quiroga y
cols., 1990).

Sin embargo, parece claro que con el
avance de la edad, existe un aumento del
contenido de fierro en el cerebro de ratas
viejas (Floyd y cols., 1984), y de humanos
afectados por la enfermedad de Parkinson
(Dexter y cols., 1989a). La acumulacion
de lipofuscina asociada al envejecimiento
en tejidos postmitdticos es ampliamente
aceptada (para revision ver Porta, 1991),
y aunque los mecanismos de formacion
de este pigmento no son claros, las
evidencias apuntan hacia una deficiencia
del sistema protector antioxidante (Sokol,
1989; Lopeztorres y cols.,, 1993). Otro

aspecto claro de las alteraciones
asociadas al envejecimiento, son las
modificaciones en el recambio de
proteinas  celulares, mediante  la

intervencion de reacciones oxidativas
(Ragusa vy cols.,, 1989; LeBel y Bondy,
1991b; Carney y cols., 1991).

Los radicales libres estan involucrados
en multiples procesos funcionales que
incluyen efectos celulares deletereos,
fagocitosis e incluso como segundos
mensajeros como es el caso del oxido
nitrico,. sin embargo su participacion
especifica en el proceso de
envejecimiento es aun poco clara.

l.a utilizacion de sustancias capaces de
regular y disminuir la acciéon de las
reacciones mediadas por radicales libres
logran aumentar las expectativas de vida
de los organismos, pero no logran
extender el periodo de vida maxima de la
especie, por lo que se cuestiona la
veracidad de la teoria en estas bases.
Aparentemente el uso de enzimas vy
moléculas inactivantes de radicales libres



podrian ser el principio de una vida mas
saludable, pero estas en si no son
capaces de alterar la cronologia del
envejecimiento (Hayflick, 1985).

Papel del calcio en el
envejecimiento.

El calcio juega un papel funcional
extremadamente amphlo y complejo en el
organismo, estando involucrado en la
regulacion de la excitabilidad celular,
transduccion en la comunicacion celular y
en diversos procesos metabdlicos. El
sistema nervioso es particularmente
vulnerable a las alteraciones home-
ostaticas del calcio vya que el
funcionamiento del sistema nervioso es
altamentedependiente de diversos
procesos regulados mediante este catidon
“divalente.

Desde principios de siglo Novi (1912),
documento cambios en el contenido de
calcio cerebral asociados a la edad, mas
estos resultados no fueron considerados
particularmente relevantes. Sin embargo,
a la luz de las nuevas evidencias
acumuladas sobre la preponderante
participacion del calcio en diversos
procesos fisiologicos y principalmente
neuronales, han llevado a reevaluar su
participacion durante el envejecimiento y
en los desérdenes asociados a éste.

l.a identificacidén de las alteraciones en
la homeostasis de calcio es
extremadamente dificil, dada su compleja
regulacidbn y  compartamentalizacion
celular. Sin embargo, se han logrado
establecer diversas alteraciones
relacionadas con el envejecimiento en la
regulacion y homeostasis del calcio,
siendo la alteracidn mas importante un
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notable decremento de la permeabilidad
del calcio a través de la membrana de
diversos tipos celulares, principalmente
neuronas (Peterson y Gibson, 1983a;
Peterson y cols., 1985a; 1985b; 1986;
Gibson y Peterson, 1987), El decremento
de los movimientos de calcio a través de
la membrana celular, y la disminucién de
calcio intracelular (Grossman y cols.,,
1983) pueden inducir la formacion (Selkoe
y cols., 1982ab;) vy fosforilacion
(Sternberger y cols., 1985) de proteinas
anormales en la enfermedad de
Alzheimer,

En sinaptosomas obtenidos de la
corteza cerebral de ratas de 18 y 24
meses de edad, se ha demostrado un
decremento en la recaptura de calcio
voltaje-dependiente,  asi como la
recaptura de  calcio mitocondrial
ATP-dependiente y estimulado por
glutamato-ADP, al compararse con
sinaptosomas de ratas de 3 meses de
edad (Leslie y cols., 1985). El
decremento en la recaptura de calcio en
sinaptosomas y mitocondrias no parece
depender de cambios en la fluidez de las
membranas, sino a una reduccién de la
actividad del transportador de calcio y a
un incremento en los fosfatos inorganicos
mitocondriales.

Estos resultados sugieren que no sdlo
la liberacidn dependiente de calcio de
neurotransmisores vesiculados se ve
alterada, sino tambiéen los procesos
ATP-dependientes y respiratorios
regulados por calcio. Este decremento
podria estar ligado a los decrementos de
hasta el 60% en la actividad de la
calmodulina observados en la corteza
cerebral, estriado y cerebelo de ratas de
22 meses de edad (Teolato y cols., 1983).



Recientemente se reportd que en
neuronas disociadas de ratones viejos, la
concentracion basal de calcio intracelular
se encuentra significativamente reducida
y que el incremento en la concentracion
de calcio intracelular inducida por la
depolarizacién por potasio es
sustancialmente menor a la observada en
neuronas joévenes. Los autores atribuyen
estas alteraciones a un posible
incremento de los mecanismos
Ca-dependientes que terminan con el
influjipo de calcio.Contrariamente, la
acumulacion de incsitoltrifosfato inducida
por la depolarizacion es sustancialmente
mayor en las neuronas viejas. Ambos
resultados sugieren que los procesos
mediados por el calcio intraceiular son
mas sensibles al calcio, en los animales
viejos, para compensar el decremento en
la disponibilidad de calcio (Hartmann y
cols., 1993). Mas aun, el decremento en
la concentracion de calcio intracelular
podria estar determinada por una
significativa reduccién en el numero de
canales de calcio del tipo L en regiones
como la corteza, talamo, hipotalamo y
cerebelo (Araki y cols., 1993). La
aplicacion de nimodipina, antagonista de
éstos canales, disminuye significativa-
mente las alteraciones electrofisiologicas
asociadas a la edad, observadas en las
neuronas piramidales del hipocampo
(Moyer y cols., 1992), aunque las
alteraciones de dichas neuronas pueden
variar de acuerdo a la cepas de rata en
estudio (Potier y cols., 1993).

LLa disminucion del calcio intracelular,
puede decrementar la proteoniisis (Ochs y
cols., 1977) y el fransporte axoénico
incluso de vesiculas sinapticas (Zeman y
cols., 1986), por lo que las reducciones
del calcio intracelular y del flujo de éste a
través de la membrana, pueden terminar
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con la acumulacidn de proteinas
anormales en los cuerpos neuronales, las
cuales incluso pueden unir calcio (Ando y
cols., 1986) reduciende aun mas la
disponibilidad de calcio intracelular.

l.as alteraciones homeostaticas del
calcio asociadas a la edad son
fisioldgicamente importantes, ya que los
tratamientos farmacolégicos que
incrementan la entrada de calcio a las
terminaciones nerviosas pueden revertir
parcialmente algunas de las deficiencias
observadas, mediante el incremento de la
liberacion de neurotransmisores (Thesleff,
1981; Glover, 1982; Peterson y Gibson,
1983b).

La hipotesis contraria, esto es:. las
deficiencias que acompanan al
envejecimiento son resultado del aumento
de las concentraciones de calcio
intracelular, también ha sido propuesta.
La presencia de altas concentraciones de
calcio en el interior celular pueden causar
una inhibicion dramatica de la
fosforilacion, desacople de la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria
y la activacion de fosfolipasas vy
proteasas, lo cual eén Ultima instancia
redunda en |la muerte celular (Fujita, 1988,
1988; Young, 1987).

Por estas razones la pérdida de la
homeostasis normal del calcio
intracelular, ha sido postulada como el
eslabdn final en una cadena de eventos
que culmina con la muerte celular en
varios tipos celulares incluyendo las
neuronas (Schanne, y cols., 1979). La
pérdida de la regulaciéon de calcio,
resultante en un incremento de Ia
concentracion de calcio intracelular, ha
sido observada en casos de degeneracion
y muerte celular en respuesta a la anoxia

. e e i %



y la isquemia (Trump y Berezesky, 1983,
Choi, 1990) vy por efecto del
envejecimiento ¥ en la enfermedad de
Alzheimer (Sang y cols., 1993), aunque
existen reportes opuestos al respecto
(Grossmann ycols., 1993).

Mecanismos contrarios parecen actuar
sobre las neuronas en desarrollo, en
donde el aumento de la concentracién
intracelular de calcjo, incrementa la
sobrevivencia y disminuye la dependencia
de estas células a los factores troficos
(para revision ver Johnson y Deckwerth,

1993).

El aumento del contenido de calcio
intracelular se caorrelaciona con la muerte
celular inducida por la sobrestimulacion
del sistema glutamatérgico. La
sobrestimulacion del receptor a glutamato,
ocasiona el aumento de las
concentraciones intracelulares de cailcio,

sodio, cloro, agua, inositoltrifosfato,
diacilglicerol y la deplecion del potasio
intracelular (Chai, 1990). Estas
alteraciones son por si  mismas

potencialmente letales, o bien pueden
desencadenar otros eventos irreversibles
que culminan con la muerte celular.

Evidencias diversas sugieren que la
accion nociva del incremento de calcio
intracelular esta estrechamente relaciona-
da con el estrés oxidativo. La neuroto-
xicidad inducida por glutamato puede ser
mediada por el influo de calcio
extracelular y la formacién de radicales
libres (Choi, 1988), lo que podria explicar
la postulada participacion del calcio y los
radicales libres en la neuropatogenesis
producida por hipoxia e isquemia
(Meldrum y cols.,, 1985; Siesjo, 1989,
Siesjo y Bengtsson, 1989). Incluso, los
cambios patologicos consecuentes al
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restablecimiento normal de  sangre
posterior al proceso isquémico, podrian
estar relacionados con la elevacion
excesiva del calcio libre intracelular
(Siesjo, 1988) y esto podria causar la
produccién excesiva de radicales libres
(Dykens y cols., 1987; Oleson, 1986;
Murphy y cols.,, 1989; Vlessis y cols.,
1990).

El incremento en los niveles
intracelulares de calcio libre, ocasionados
por la ruptura del gradiente de
concentracion de calcio a través de la
membrana, o por la liberacion de grandes
cantidades del ion desde pozas
intracelulares, pueden  activar las
fosfolipasas y asi estimular la produccion
de radicales libres (LeBel y Bondy, 1992).

También asociado al envejecimiento se
ha reportado un decremento significativo
en la densidad de los receptores D, y D,
en distintas regiones del cuerpo estriado,
siendo particularmente afectado el
receptor D,. La aplicacion cronica de
cinnarizina, un antagonista organico de
los canales de calcio, aumenta la
densidad de ambos receptores afectando
particularmente al D,, indicando que la
interaccibn  entre los subtipos de
receptores dopaminérgicos, puede ser
necesaria para la expresiéon conductual
completa de los eventos mediados por el
receptor D, (Camps y cols., 1993).

En su conjunto los procesos
involucrados en las dos teorias descritas

y el resto de las teorias del
envejecimiento mencionadasno  son
mutuamente  excluyentes. Todos o

algunos de estos procesos pueden operar
simultaneamente en el sistema nervioso,
aunqgue su accion se manifieste en todos
los tejidos del organismo. La pérdida de la



homeostasis de los radicales libres y del
calcio son considerados el ultimo eslabdén
en una cadena de eventos que culminan
con la muerte celular, Mas aun, los
efectos citotdxicos que ejercen estas
moléculas son por si mismos, suficientes
para provocar la muerte celular sin
participar encadenados a otros procesos.

[LOS GANGLIOS BASALES

En el estudio del sistema nervioso, los
ganglios basales han captado la atencion
de multiples investigadores, traduciéndo-
se en una generosa produccion de
informacién que abarca los mas diversos
puntos de vista. Sin embargo, los ganglios
basales son sin duda una de las
estructuras mas complejas y menos
comprendidas del sistema nervioso junto
con la corteza cerebral, con la que
comparten una estrecha asociacion
anatomica y funcional. Los gangiios
basales son un conjunto de nucleos
cerebrales estrechamente interconecta-
dos, localizados en el cerebro anterior de
reptiles, aves y mamiferos.

Aunque existen algunas discrepancias
en cuanto a las estructuras que
conforman los ganglios basales, es
generalmente aceptado que éstos estan
conformados por el nucleo caudado, el
putamen, el globo pélido, la sustancia
nigra y el nucleo  subtalamico.
Frecuentemente el putamen y el globo
palido son denominados como nucleo
lenticular; mientras que el nic:eo caudado
y el putamen son comunmante llamados
cuerpo estriado, dadas sus similitudes
citoarquitecténicas. Algunos autores (ver
Heimer y cols.,, 1985, Wilson, 1990)
consideran que dentro de los ganglios
basales se debe incluir a la amigdala y al

claustrum, de acuerdo con las conexiones
existentes y estrecha relacion entre estas
estructuras y el resto de los ganglios
basales.

En gran parte de los vertebrados,
incluyendo la mayoria de los mamiferos,
los ganglios basales constituyen las
estructuras subcorticales telencefalicas
mas prominentes. Su tamano y estrechas
similitudes estructurales en gran variedad
de vertebrados terrestres, sugieren que
evolutivamente los ganglios basales son
una parte fundamental en la organizacion
cerebral. A pesar de los miltiples
esfuerzos a lo largo de décadas de
investigacion, el papel funcional de este
conjunto de estructuras esta aun por ser
completamente esclarecido.

Las evidencias mas aceptadas sobre el
papel funcional de los ganglios basales
provienen de observaciones en personas
ccn alteraciones que afectan a estas
estructuras. En todos los casos, estas
enfermedades producen severos trastor-
nos del movimiento, caracterizandose por
ser muy complejos y multifactoriales. En
algunos trastornos, como la enfermedad
de Parkinson, losmovimientos son mas
dificiles de realizar, mientras que en otros,
como la enfermedad de Huntington,
movimientos innecesarios y sin proposito
interfieren con la ejecucion de acciones
propositivas del paciente.

Estas observaciones clinicas guiaron a
muchos investigadores a pensar en los
ganglios basales como componentes de
un sistema disperso involucrado de
alguna forma en los aspectos sutiles y
complejos de la generacion de
movimientos voluntarios. Las evidencias
actuales indican que los ganglios basales
no solo estan implicados en los aspectos



sensorimotores  del movimiento  sino
también en la planeacion de movimientos,
seleccion de programas ejecutorios,
memaoria motora, algunas formas de
adiccion a drogas y desdrdenes mentales
mayores como la esquizofrenia vy
desérdenes obsesivo-compuisivos  (ver
Goldman-Rakic y Selemon, 1990).

Inicialmente, se consideré que la
funcién de los ganglios basales estaba
fuertemente influenciada  por  su
morfologia en cuanto a la reduccion
progresiva en al tamaio de las
estructuras involucradas en el
procesamiento de informacién, y el
aparente efecto de embudo a la largo de
las vias que van desde la corteza cerebral
a través de los ganglios basales, hasta el
talamo y finalmente retornan a la corteza
(Kemp y Powel, 1970, Allen y Tsuahara,
1974). Con base en estas caracteristicas
anatdmicas de gran escala, prevalecid la
idea de que la funcion esencial de los
ganglios basales era integrar la
informacion que converge desde las areas
corticales de asociacion y sensorimotoras
durante su transito hacia las zonas blanco
en el talamo.

Asimismo, existian evidencias de que la
influencia de la corteza asociativa vy
sensorimotora se mantienen indepen-
dientes en su transito a través de los
ganglios basales hacia el talamo, ademas
de que sus proyecciones no sélo inervan
la corteza motora primaria sino todo el
i6bulo frontal (Alexander y Crutcher,
1990).
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Organizacion funcional.

Los conceptos acerca de la
organizacion de los ganglios basales han
cambiado sustancialmente, gracias a los
avances realizados sobre la anatomia,
fisiologia y farmacologia de |las
estructuras que los conforman. Las
evidencias sobre cada una de estas areas
sustentan la nocién de que los ganglios
basales estan funcionalmente organiza-
dos en circuitos paralelos estructural y
funcionalmente independientes, uniendo
la corteza cerebral, los ganglios basales y
el talamo.

lLas evidencias recopiladas sugieren la
existencia de al menos cinco circuitos
ganglios basales-tdlamo-corticales, orga-
nizados en paralelo pero independientes
uno de otro tanto estructural como
funcionalmente (Alexander y cols., 1986).
Cada uno de estos circuitos interconecta
regiones separadas aunque contiguas de
losganglios basales y el talamo, siendo
que las proyecciones de cada circuito se
localiza en éreas distintas del lébulo
frontal. Las proyecciones de los ganglios
basales y talamo al l6bulo frontal estan
organizadas de la siguiente forma:

- Circuito "esqueleto-motor", el cual
proyecta a la corteza motora primaria
(area motora suplementaria y corteza
premotora).

- Circuito "oculomotor”. el cual proyecta
hacia los campos visuales frontales y
suplementarios,



- Circuito "dorsolateral prefrontal" a la
corteza prefrontal dorsolateral.

- Circuito "orbitofrontal lateral" a la
corteza orbitofrontal lateral.

- Circuito "limbico" hacia la corteza
anterior del cingulo y orbitofrontal
medial.

De acuerdo can este enfoque, la
disposicion en paralelo de los circuitos de
los ganglios basales-talamo-corticales
participan de munera concurrente en
varias funciones separadas que incluyen
procesos motores, oculomotores,
cognoscitivos y limbicos (Alexander y
Crutcher, 1990).
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En todos los circuitos de los ganglios
basales-talamo- corticales, existen zonas
especificas de la corteza cerebral
sensorial, motora y asociativa, que envian
proyecciones excitatorias glutamatérgicas
(Spencer, 1976; Divac, 1977) a dareas
especificas del cuerpo  estriado,
considerado como la estructura de
entrada a los ganglios basales (DeLong y
Georgopoulos, 1981; Nauta, 1979).

Ha sido postulado que los nicleos de
salida de los ganglios basales: el
segmento interno del globo palido (GPi),
la sustancia nigra pars reticulata (SNr), y
el palido ventral (PV), ejercen mediante
descargas espontaneas de alta frecuencia
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Figura 2: Diagrama esriamatico de los
circuitos cdrlico- ganglios bosales- talamico-
corticales, mostrando las vias paralelas directa e
indirecta desde el estriado hacia los nucleos de
salida. Las neuronas gabaérgicas inhibitorias se
muestra en  negro, mientras que las
glutamatérgicas  excitatorias en blanco. Las

neuronas dopaminérgicas se representan
combinadas. Abreviaturas: GPe: globo palido
externo,NST: nicleo subtalamico, SNc: sustancia
nigra compacta, GPi: globo palido interno,SNr:
sustancia nigra  reticulada, NPP:nucleos del
pedunculo pontino, TAL: talamo. Wodificada de

Alexandery Crutcher, 1990.



una inhibicion tonica mediada por GABA
en los nucleos blanco en el talamo
(Penney y Young, 1981; Deniau vy
Chevalier, 1985).

En cada circuito las salidas inhibitorias
estan moduladas diferencialmente por
una via directa y otra indirecta con
acciones fisioldgicas opuestas pero
morfolégicamente paralelas, que van
desde el estriado a los nucleos de salida
de los ganglios basales. Cada circuito
cuenta con una via directa a los nucleos
de salida SNr y GPi que se originan de las
eferentes estriatales inhibitorias que
contienen GABA y substancia P (Albin y
cols.,, 1989). La activacién de esta via
directa tiende a desinhibir el componente
talamico del circuito (Deniau y Chevalier,
1985).

Igualmente, cada circuito incluye una
via indirecta en la cual las eferentes
estriatales que contienen GABA vy
encefalina proyectan primeramente al
segmento externo del globo palido (GPe)
(Graybiel y Ragsdale, 1983), desde donde
las eferentes GABAérgicas proyectan al
nucleo subtalamico y finalmente a los
nucleos de salida mediante proyecciones
excitatorias posiblemente glutamatérgicas
(Nakanishi y cols., 1987; Smith y Parent,
1988). La activacion de las proyecciones
inhibitorias estriatales de este circuito,
suprimen la inhibicion tdnica de las
neurona del GPe sobre el nucleo
subtalamico, incrementando la excitacion
sobre las nucleos de salida por lo que se
incrementa la inhibicidbn de los nucleos
talamicos. Las dos vias estriatales, directa
e indirecta tienen efectos opuestos sobre
los nulcleos de salida de los ganglios
basales y consecuentemente sobre los
blancos en el talamo.
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FFunciones moftoras.

En los primates, la entrada al circuito
motor de los ganglios basales se
concentra en el putamen principalmente.

Esta porcion del estriado recibe
proyecciones topograficamente
organizadas de la corteza motora

primaria, area premotora del arcuato vy
area suplementaria motora, asi como de
la corteza somatosensorial (Kunzle, 1975,
1978, Jones y cols.,, 1977; Selemon vy
Goldman-Rakic, 1985), cuyas células
pueden activarse anticipadamente hasta
2.6 seg. antes de iniciar el movimiento del
brazo (Romo y Schultz, 1987).

Las proyecciones corticales estan
organizadas  somatotopicamente  en
representaciones que se extienden a lo
largo del eje rostrocaudal del putamen.
Las proyecciones se dividen en una zona
dorsolateral en la que se representa la
pierna, una zona ventromedial en que se
representa la region orofacial y una zona
entre estas dos en la que se representa el
brazo (Kunsle, 1975; Crutcher y Del.ong,
1984; Alexander y Delong, 1985). Nuevas
evidencias sugieren que en el circuito
motor estas tres vias de entrada al
putamen pueden tener campos terminales

de proyeccidbn contiguos pero no
sobrepuestos (Alexander y Crutcher,
1990).

El putamen proyecta a su vez
topograficamente a porciones especificas
del GPe, GPi y la SNr (Szabo, 1967;
Johnson y Rosvold, 1971; Parent y cols.,
1984), mientras que por su parte las
zonas motoras del GPi y SNr envian
proyecciones topogréficamente
organizadas a nucleos talamicos
especificos como el nucleo ventral lateral
pars oralis, nucleo ventral anterior pars



parvocellularis y pars magnoceliularis y el
nucleo centro mediano (Kuo y Carpenter,
1973, Carpenter y cols., 1976; Kim y cols,,
1976, Llinsky y cols., 1985).

El circuito motor es cerrado por las
proyecciones talamo-corticales desde 1)
los nucleos ventral lateral pars oralis, y
ventral anterior pars magnoceleularis al
area suplementaria motora (Strick, 1976,
Kievit y Kuypers, 1977; Schell y Strick,
1984), 2) los nucleos ventral anterior pars
parvocellularis y ventral lateral pars oralis
a la corteza premotora, exclusivamente al
area premotora del arcuato (Schell y
Strick, 1984; Matelli y cols., 1989), y 3) el
nucleo ventral lateral pars oralis y ntcleo
centro mediano a la corteza motora
primaria (Strick, 1976; Kievit y Kuypers,
1977; Matelli y cols., 1989).

Recientemente Hoover y Strick (1993),
describieron mediante trazadores
retrogrados  transindpticos, que la
representacion del brazo en la corteza
motora primaria, el area suplementaria
motora y el area premotora ventral, tienen
tres sitios de proyeccion distintos y bien
deiimitados en el palido interno. Estas tres
proyecciones, transitan por el talamo a
través del nulcleo ventral lateral pars
oralis, por lo que los autores proponen
que dentro del circuito esqueleto-motor,
existan por lo menos ftres circuitos
paralelos e independientes que procesan
la informacion del mismo miembro, en
este caso el brazo. Estos resultados
evidencian que lasproyecciones palidales
pueden influenciar varias (al menos tres)
regiones motoras corticiies y no
solamente una en particular.

L.a funcionalidad de las neuronas dentro
del circuito motor ha sido demostrada en
varios modelos experimentales. En las
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etapas corticales, estriatales y palidales
del circuito, la actividad de una proporcion
sustancial de neuronas ligadas al
movimiento depende de la direccién del
movimiento del miembro
independientemente  del patron de
actividad muscular asociado.

En el area suplementaria motora,
corteza motora, putamen, globo palido,
estas neuronas componen el 30 a 50% de
las neuronas relacionadas con el
movimiento, las cuales  muestran
caracteristicas y propiedades claramente
somatotopicas (Mitchell y cols.,, 1987;
Crutcher y Del.ong, 1984). Asimismo, se
ha reportado que los movimientos rapidos
de los miembros, iniciados por un
estimulo se originan en su mayoria en las
areas corticales mas que en areas
subcorticales del circuito motor (Thach,
1978; Tanji y Kurata, 1982; Anderson y
Horak, 1985; Crutcher y Del.ong, 1984).

Estas evidencias sugieren algun grado
de procesamiento en serie dentro de los
circuitos ganglios basales- talamo-
corticales, donde la mayoria de |la
actividad en los circuitos se inicie en
niveles corticales (Alexander y Crutcher,
1990).

Ha sido reportado que el circuito motor
esta involucrado no sélo en ejecucion de
movimientos sino también en su
preparacion. Estudios en primates han
mostrado que la corteza premotora, el
area suplementaria motora y la corteza
motora contienen neuronas que modifican
dramaticamente su patron de descarga
espontanea ante |a presentacion de
estimulos que instruyen al animal sobre la
direccion del movimiento a realizar,
perdurando hasta la presentacion del
estimulo ejecutorio (Thach, 1978; Tanji y



cols., 1980; Weinrich y Wise, 1982; Wise
y Mauritz, 1983; Tanji y Kurata, 1985).

Dada la existencia de neuronas con
propiedades preparatorias al movimiento
y neuronas ejecutorias del movimiento
mas que la combinacion de ambas
propiedades en una sola neurona, sugiere
que los aspectos preparatorios Y
ejecutorios del control del movimiento
pueden estar separados en subcanales
en cada uno de los canales
somatotdpicos  del  circuito  motor
(Alexander y cols., 1986, 1987) como los
reportados por Hoover y Strick (1993).

Durante la ejecucion de movimientos
especificos, las neuronas relacionadas
con el movimiento en la SNr y GPi pueden
mostrar tanto un decremento como un
incremento fasico en su patrén de
descarga espontanea (Georgopoulos vy
cols., 1984; Anderson y Horak, 1985,
Mitchell y cols., 1987). Diversas
evidencias indican que el decremento
fasico del patrdn de descarga juega un
papel crucial en el control motor al
desinhibir al talamo ventrolateral y de esta
manera abrir o facilitar los movimientos
iniciados en la corteza através de las
conexiones excitatorias talamocorticales.

‘Los incrementos fasicos en el patron de
descarga podrian tener efectos opuestos
cerrando los impulsos de movimientos
iniciados en la corteza (Klockgether y
cols., 1985; Albin y cols.,, 1989). Sin
embargo se desconoce si la via directa
puede interactuar con la via indirecta a
nivel de las neuronas dei GPi y SNr,
controlando la salida de informacion de
los ganglios basales.
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El sistema dopaminérgico
nigro-estriatal.

El sistema nigro-estriatal ha sido
utilizado por muchos afos para el estudio
de las funciones de la dopamina en el
cerebro de los mamiferos. El papel de la
inervacion  dopaminérgica desde |a
sustancia nigra pars compacta (SNc) al
gstriado es muy complejo y aun no es
enteramente comprendido. Una
caracteristica interesante de las neuronas
dopaminérgicas de la SN¢ es que cada
una da lugar a aproximadamente 250 000
terminales en el estriado (Anden y cols.,
1966; Bjorkiund y Lindvall, 1984), lo cual
sugiere que una sola neurona
dopaminérgica puede tener una extensiva

influencia  postsinaptica sobre las
heuronas estriatales.
La arborizacion terminal de las

neuronas dopaminérgicas parece tener
contactos dispersos con las neuronas del
estriado ya que la lesion incompleta de la
SNc produce una inconspicua Yy
homogénea reduccién de dopamina y
degeneracion de terminaciones a lo largo
de grandes porciones del estriado de la
rata (Shimizu y Ohnishi, 1973), gato
(Moore y cols.,, 1971) y primates
(Carpenter y McMasters, 1964).

El impacto que la inervacion
dopaminérgica tiene sobre la actividad
estriatal queda manifiesto cuando se
examinan las propiedades
compensatorias del sistema. Cuando por
efecto de una lesidon sélo un numero
reducido de neuronas dopaminérgicas
sobrevive, estas son capaces de
compensar la pérdida del neurotransmisor
y continuar regulando la actividad
estriatal, hasta que se exceda el 80-90%
de la perdida de dopamina en el estriado



(Zigmond y Stricker, 1972; Creese e
lversen, 1975, MHefti y cols.,, 1980).
Resultados analogos han sido obtenidos
a partir del analisis clinico de pacientes
con enfermedad de Parkinson, ya que los
sintomas mas evidentes de la enfermedad
no se manifiestan sino hasta que los
niveles de dopamina han caido al 20% o
menos de sus valores normales, siendo
que la severidad de los sintomas es
dependiente del grado de pérdida de
dopamina (Hornykiewicz, 1982).

De acuerdo a la nomenclatura
establecida por Dahlistrom y Fuxe (1964),
los cuerpos de las células dopaminérgicas
localizados en la sustancia nigra pars
compacta y pars lateralis comprenden la
region AS. Estos somas proyectan en
curso rostral formando un campo terminal
denso en los nucleos del caudado y del
putamen, con poca inervacion sobre el
globo palido y el nucleo entopeduncular.
Loscuerpos celulares dopaminérgicos
localizados en el area ventral tegmental
del mesencéfalo, comprenden la region
A10 y también proyectan rostraimente
inervando el nucleo acumbens y el
tubérculo olfatorio. En su conjunto eéste
agrupamiento celular ha sido denominado
como el sistema  dopaminérgico
mesoestriatal (Lindvall y Bjorklund 1983).

La actividad dopaminérgica es regulada
mediante cuatro mecanismaos
independientes: a) las  aferentes
estriato-nigrales que inervan la SNr, hacia
donde las neuronas dopaminérgicas
extienden un extenso campo dendritico,
cerrando un circuito de retrcalimentacion
que regula el tono de dopamina en el
neoestriado. b) La autorregulaciéon de las
neuronas  dopaminérgicas via la
estimulacién de autorreceptores mediante
sinapsis dendro-dendriticas (Roth, 1979;
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Groves, 1983), c) la inervacion colinérgica
del pedunculo pontino (Bolam y cols.,
1991), la cual incrementa la frecuencia de
disparo de las neuronas dopaminérgicas
(Hernandez-Lopéz y cols., 1992) y la
inervacion presumiblemente
glutamatérgica del nucleo subtalamico
(Smith y Grace, 1992).

Las neuronas dopaminérgicas que
proyectan hacia el estriado interactuan
sobre varias células blancos dentro del
estriado, incluyendo interneuronas
colinérgicas, neuronas eferentes
gabaérgicas y posiblemente con las
terminales cértico-estriatales
glutamatérgicas. Sin embargo el blanco
principal de las neuronas dopaminérgicas
son las neuronas estriatales eferentes las
cuales se caracterizan morfoldgicamente
como neuronas espinosas medianas de
axon largo, las que han sido involucradas
en la preparacion y generacion interna de
movimientos propositivos (Schultz vy
Romo, 1988, 1992; Romo y cols., 1992),
en conjunto con ¢l area suplementaria
motora (Romo y Schultz, 1992). El cuerpo
estriado esta organizado en parches
pobres en acetilcolinesterasa y una matriz
rica en acetilcoiinesterasa. Los parches
reciben aferencias primarias de la corteza
prelimbica mientras que la matriz recibe
su inervacion desde la corteza
sensorimotora (Graybiel y cols.,, 1981;
Gerfen, 1984).

Diversas investigaciones evidencian
que la dopamina ejerce efectos
fisiologicos contrarios sobre las neuronas
estriatales, donde wuna proporcion de
estas neuronas responde a la dopamina
inhibiendo sus propiedades de disparo

mientras que otra porciéon responde
excitatoriamente. Evidencias recientes
sugieren la  existencia de  dos



subpoblaciones de neuronas aspinosas,
funcionalmente distintas de acuerdo a su
sensibilidad a la dopamina. Esta
sensibilidad diferencial a la dopamina,
aparentemente podria estar dada por la
localizacion de receptores D, y D,
localizados diferencialmente en distintos
tipos de neuronas espinosas medianas de
proyeccion (para revision consultar Berger
y cols., 1987, Nisenbaur y cols., 1988,
Gerfen, 1992).

Por otra parte s« ha propuesto que la
inervacion dopamirrgica pueda tener un
efecto diferencial sobre las neuronas de
proyeccionestriatofugales. La dopamina
podria tener un efecto excitatorio sobre
las neuronas estriatales que envian
proyecciones GABA/substancia P (via
directa) hacia los nucleos de salida de los
ganglios basales y un efecto inhibitorio en
las proyecciones GABA/encefalinas (via
indirecta) que proyecta al globo palido
externo (Hong y cols., 1985; Pan y cols.,
1985; Young y cols., 1986; Alexander y
Crutcher, 1990).

La influencia generalizada de la
inervacion dopaminérgica en el estriado
podria ser, "reforzar" cualquier activacion
iniciada en la corteza en cualquier circuito
ganglios basales- talamo- corticales
mediante la facilitacidn de la conduccion a
través de la via directa del circuito la cual
tiene un efecto excitatorio neto sobre el
talamo, y suprimiendo la conduccion a
través de la via indirecta que tiene un
efecto inhibitorio neto sobre el talamo
(Alexander y Crutcher, 1990).

Se ha propuesto, qu. los efectos

electrofisioldgicos contrarios  que la
dopamina ejerce sobre ias neuronas
estriatales, activando o inhibiendo Ia

actividad de éstas, puede ser debida a
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neuromodulatoria de la
dopamina sobre la neurotransmision
gabaérgica y glutamatérgica en el
neoestriado, mas que una actividad de
neurotransmisor per se (Chiodo y Berger,
1986).

una accion

= los ultimos anos la interaccién entre
la inervacién dopaminérgica nigral y la
inervacion glutamateérgica cortical,
principales aferencias al estriado, ha
despertade un interés creciente. Ha sido
postulado que las terminales
dopaminergicas pueden mediar la
inhibicion presinaptica de las terminales
glutamatérgicas a través de receptores D,
situados sobre las mismas terminales
glutamatérgicas, disminuyendo la
liberacibn de glutamato desde las
terminales coértico-estriatales in vitro (Kim
y cols., 1980; Mitchell y Doggett, 1980;
Rowlands y Robetrs, 1980; Kornhuber y
Lornhuber, 1986, Maura y cols., 1988), e
inhibiendo la recaptura de glutamato de
alta afinidad (Kerkerian y cols., 1987,
Nieoullon vy cols,, 1982, 1983).
Electrofisiologicamente, la liberacidn de
dopamina decrementa la excitabilidad de
las aferentes corticoestriataies
prefrontales, a través de receptores
presinapticos sensibles a antagonistas D,
y a la apomorfina, mediante mecanismos
que alteran la excitabilidad terminal
similares & los observados en la
postsinapsis  (Garcia-Muiioz y cols.,
1991).

Otra forma de interaccion entre estos
dos sistemas, es que en rebanadas de
cerebro, el glutamato puede facilitar la
liberacién de dopamina dependiente de
calcio de forma dosis dependiente, y que
este efecto puede ser bloqueado por
antagonistas glutamatérgicos (Marien vy
cols,, 1983; Rudolph y cols., 1983).



Asimismo, la estimulacion eléctrica de la
corteza motora produce un incremento
bilateral de dopamina en ei cuerpo
estriado (Nieoullon y cols., 1978), y la
administracion de NMDA por microdialisis
incrementa significativamente la liberaciéon
de dopamina estriatal en la rata despierta,
mientras que la  aplicacion de
antagonistas NMDA lareduce (Martinez-
Fong y cols., 1992; Yamamoto y Davy,
1992). Estos resultados sugieren por su
parte, la existencia de receptores a
glutamato en las terminales
dopaminérgicas.

A la fecha, prevalece una fuerte
controversia acerca del significado
fisiologico e incluso la existencia de los
receptores D, en las terminales
glutamatérgicas cortico-estriatales (Stoof
y cols.,, 1982; Hattori y Fibiger, 1982;
Joyce y Marshall, 1987; Umeda y Surni,
1989; Donzanti y cols., 1993), mientras
que se postula la existencia de receptores
a glutamato en las terminales
dopaminérgicas.

Una tercera forma de interaccion entre
el sistema glutamatérgico Yy
dopaminérgico ha sido propuesta por
Maria y Arvid Carlsson (1990), a través de
un circuito de retroalimentacién negativa
cortico-estriato-talamico-cortical, el cual
funcionaria protegiendo a la corteza de
una sobrecarga de informacion.

En este circuito el talamo podria ser
considerado como un filtro de entradas
sensoriales, por lo que la activacion del
circuito cortico-estriato-talamico cerraria
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el filtro impidiendo el paso de informacion
a la corteza. De forma contraria, la
activacion de la via dopaminérgica
mesoestriatal tendria efectos contrarios,
abriendo el filtro y permitiendo el flujo de
informacion hacia la corteza.
Morfologicamente la ventaja de esta
hipbtesis, es que noc se requeriria del
establecimiento de contactos
presinapticos (axo-axdénicos)
dopamina-glutamato ya que ademas estos
$0N escasos o inexistentes en el caudado
(Hattori y Fibiger, 1982; Kornhuber y
Kornhuber, 1983). De esta manera el
sistema glutamatérgico coértico-estriatal y
el dopaminérgico nigro-estriatal pueden
operar independientemente uno del otro a
nivel local, compartiendo una misma
neurona blanco (espinosa mediana) y una
salida comun, influenciando el estado del
filtro talamico en direcciones opuestas
(Carlsson y Carlsson, 1990).

De acuerdo con esta hipotesis, la
esquizofrenia se manifestaria como un
decremento de la transmision
glutamatérgica y su posible terapéutica
podria ser mediante la utilizacion de
agonistas glutamatérgicos que reabrieran
el filtro talamico y compensaran el

desequilibrio glutamato-dopamina. De
forma contraria en la enfermedad de
Parkinson la descompensacién del

circuito por la ausencia de dopamina
causaria el cierre permanente del filtro
talamico impidiendo el flujo de informacidn
hacia la corteza. En este caso la posible
terapia implicaria la administracién de
antagonistas glutamatérgicos para
compensar nuevamente el circuito.



EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO
SOBRE LOS GANGLIOS

BASALES.

El proceso de envejecimiento en el
sistema nervioso, afecta de forma
generalizada y no patologica las
estructuras del sistema nervioso central
asi como del sistema nervioso periférico.
Sinembargo, algunas zonas cerebrales
presentan una particular vulnerabilidad a
la degeneracion asociada al paso del
tiempo.

Los ganglios basales entre otras,
pertenecen a este tipo de estructuras,
donde la SNc y el neoestriado son
particularmente afectados. En su conjunto
las mdultiples alteraciones asociadas al
envejecimiento, descritas en los ganglios
basales contribuyen a la disminucion de la
funcidn cerebral, sin obedecer a
condiciones patoldgicas que pueden
comenzar a manifestarse alrededor de los

60 anfos de edad (Gottiries, 1990).
Distintos. estudios indican que la
manifestacion de sintomas motores

extrapiramidales en las personas viejas es
muy frecuente, siendo que dichas
manifestaciones pueden deberse a la
degeneracion del sistema dopaminérgico
(Skre, 1972; Jenkyn y Reeves, 1981,
Kane y cols., 1982; Larish y cols., 1988).

Gran parte de las alteraciones
asociadas a la edad reportadas hasta
ahora, se vinculan con deficiencias en la
transmision dopaminérgica, lo que se
traduce en la presentacion de una fuerte
reduccion de las capacidades motoras
extrapiramidales de los sujetos que las
padecen. Incluso su tratamiento es
complejo dado que la respuesta a la
administracion de farmacos que actian en
el sistema dopaminérgico se ve alterada
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con la edad (Joseph y cols.,, 1978,

Campbell y cols., 1984).

Las alteraciones que a continuacion se
describen comparten gran similitud,
incluso conductual, con las alteraciones
descritas en patologias de los ganglios
basales, especialmente con la
enfermedad de Parkinson, y en menor
medida con la corea de Huntington,
hemicorea, hemibalismos y distonias.

Alteraciones morfolégicas.

Ha sido descrito que con el avance de
la edad, las neuronas dopaminérgicas de
la sustancia nigra pars compacta no solo
disminuyen en numero, sino que lo hacen
proporcionalmente mas rapido que otras
regiones cerebrales tanto en humanos
sanos (McGeer y cols., 1977, 1978, 1989,
Mann y cols., 1984 ab) como en ratones
(McNeill y cols., 1984; Tatton y cols.,
1991a,b). Sin embargo a la fecha no hay
reportes que confirmen estos resultados
en la rata.

La pérdida de neuronas en la SNc en
los humanos puede alcanzar el 50% del
total celular entre los 20 y 80 afios de
edad (McGeer y cols., 1977, 1978). Los
reportes de McGeer muestran que de las
400,000 neuronas nigrales presentes en
el nacimiento, menos de 200,000
sobreviviran a los 75 afios de edad. La
extrapolacion de la linea de regresion
muestra que el numero de neuronas
dopaminérgicas saobrevivientes a los 100
afos de edad sera de 140,000. Estas
cifras pueden ser comparadas con las
60,000 a 120,000 células sobrevivientes
reportadas en pacientes con enfermedad
de Parkinson.



En animales experimentales la pérdida
celular con respecto altiempo presenta un
comportamiento exponencial, en donde
las neuronas dopaminérgicas de la SNc y
noradrenérgicas del locus coeruleus
resultan principalmente afectadas,
mientras que las neuronas amacrinas
dopaminérgicas de la retina y las
serotoninérgicas del rafe se ven muy poco
afectadas (Tatton y cols.,, 1991a). Esta
pérdida de las neuronas dopaminérgicas
en la SNc con el envejecimiento, afecta
principalmente las  neuronas  de
proyeccion nigro-ectriatal (A9) y en mucho
menor proporcion que las neuronas de
proyeccion mesolimbica (A10) (McNeill y
cols., 1984; McNeill y Koek, 1990).

El proceso neurodegenerativo de las

neuronas dopamineérgicas en el
envejecimiento y la enfermedad de
Parkinson, parece estar fuertemente

influenciado por la accién nociva del
estrés oxidativo y la pérdida de la
regulacion del calcio. Esta posibilidad se
fundamenta en algunas caracteristicas de
las neuronas nigrales y en alteraciones en

su entorno, que aparente pueden
predisponer a estas células a ser
atacadas por reacciones dafinas

mediadas por radicales libres y el calcio
idnico.

Una de las caracteristicas que
distinguen a las neuronas dopaminérgicas
es el alto contenido del neurotransmisor
en su interior. L.a dopamina se encuentra
en su mayoria en el interior de vesiculas
donde alcanza concentraciones molares,
mas existen cantidades coniderables en
el citoplasma en councentraciones
alrededor de 0.5 mM e incluso mas altas
(Cohen, 1983). El proceso de degradacion
y recambio de la dopamina, es regulado
por la monoamino oxidasa B mitocondrial,
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la cual realiza la desaminacion del
neurotransmisor recapturado y
posiblemente al citoplasmatico,

produciendo H,Q,, aldehidos y amoniaco;
todos ellos productos citotéxicos (Graham
y cols., 1978; Cohen, 1983, Reiderer y
cols., 1989; Adams y Odunze, 1991).

Paraddjicamente, ha sido reportado que
el H,0,, puede estimular la actividad de la
monoamino oxidasa B hasta en un 200%
(Konradi y cols., 1986), comprometiendo a
las células en un ciclo de alta produccion
de radicales libres. Inclusive ha sido
planteado en base a lo anterior, que la
terapia por levodopa podria acelerar la
degeneracion de las neuronas nigrales
sobrevivientes en la enfermedad de
Parkinson (Tanaka vy cols., 1990, 1991:
Olanow, 1992a), aunque algunas
evidencias indican lo contrario (ver Calne,
1992).

La exposicidon de las células a estos
agentes y a los efectos nocivos del
peréxido de hidrégeno y otros radicales
libres derivados del proceso, podrian
acelerar el proceso de envejecimiento de
estas neuronas (ver introduccién). Mas
aun, existen reportes sobre el incremento
edad-dependiente en la concentracion de
monoamino oxidasa B en la corteza
frontal del humano, (Kornhuber y cols.,
1989), y en la sustancia nigra de
personas viejas y pacientes afectados por
la enfermedad de Parkinson (Reiderer y
cols., 1989a; Youdim y cols., 1989).

Ante estas evidencias, recientemente se
inicid una nueva terapia para el
tratamiento - de la enfermedad de
Parkinson, basada en la utilizacion de
inhibidores de la monoamino oxidasa B.
La utilizacion del deprenyl (Selergine),
logra mejorar la acinecia y retarda el



agravamiento de enfermedad,
presumiblemente incrementando el tiempo
de permanencia de la dopamina en el
espacio sinaptico y reduciendc la
produccion de radicales libres derivados
de la deaminacion de la dopamina
(Shoulson, 1989; Tetrud y Langston,
1989; The Parkinson Study Group, 1989,
DeFeudis, 1990, Myllyla y cols., 1992;
Przedborski y Levivier, 1992, para
ravision ver Calne, 1992; Olanow, 1992a).

Dado que la muearte celular en sl tallo
cerebral coincide con la pigmentacion
celular (Tretiakoff, 1919; Foix y Nicolesco,
1925; Hassler, 1938; Mann y Yates,
1974), por largo tiempo se ha sospechado
que la muerte de las neuronas
dopaminérgicas y norepinefrinérgicas
coincide con su alto contenido de
neuromelanina. La neuromelanina es un
pigmento formado por la autoxidacion de
la dopamina, el cual se deposita
unicamente en el citoplasma de las
neuronas catecolaminérgicas, siendo un
polimero complejo unido a granulos de
lipofuscina. Tanto el depdsito de
neuromelanina como ¢l de lipofuscina
estan ligados a la polimerizacion de los
productos oxidadus de la dopamina y
norepinefrina (Graham, 1978).

En los humanos vigjos sanos, pueden
identificarse dos tipos de neuronas
catecolaminérgicas en la SNc, unas
densamente pigmentadas y otras sin
pigmentacién (Hirsch y cols., 1989). La
muerte celular en la SNc afecta
principalmente a las ceélulas con mayor
contenido de neuromelaniiia, siguiendo
un patron que comienza &n la porcion
ventral expandiéndose hacia la region
dorsal, patrén muy similar al observado en
pacientes con enfermedad de Parkinson
(Hirsch y cols., 1989; Gibb y Lees, 1991;
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Gibb, 1991, Hornykiewicz, 1992; Kastner
y cols., 1992). Mas aun, en pacientes con
enfermedad de Parkinson el 65% de las
neuronas pigmentadas de la SN¢ muere
en el transcurso de [a enfermedad
mientras que solo el 24% de las no
pigmentadas se ve afectado (Pakkenberg
y cols., 1991).

Por algun tiempo se aceptd que en
circunstancias normales, la
neuromelanina es un buen inactivante de
los radicales libres, protegiendo a las
células nigrales de insultos bioquimicos.
Sin embargo a la luz de nuevas
evidencias como [as presentadas con
anterioridad, indican que la
neuromelanina puede participar en el
proceso neurodegenerativo. La
neuromelanina posee propiedades que
puede alterar la cantidad, nivel de
produccidn y distribucién de radicales
libres. Gracias a los mutiples grupos
catecol presentes en su estructura de
polimero, la neuromelanina es un eficiente
quelante de metales de transicion,
especialmente el hierro, uniéndolo con
una alta afinidad (Kd= 13.0 + 0.15 nM)
(Ben-Shacher y cols., 1992). La unién de
hierro a la neuromelanina potencia la
peroxidacidn de lipidos, que podrian per
se culminar con la muerte celular (Pilas y
cols., 1988).

La asociacién entre el hierro y la
neuromelanina es particularmente
importante ya que este ion ya sea Fe'" ¢
Fe* es un poderoso catalizador en la
formacion de radicales hidroxilo (ver
introduccion). La distribucion del hierro en
el sistema nervio es muy particular, ya
que se encuentra en  altas
concentraciones en regiones afectadas
por enfermedades neurodegenerativas,
principalmente en la sustancia nigra y el



globo palido de humanos (Hill, 1988;
Reiderer y cols., 1989b; Youdim, 1988;
Sofic y cols., 1991; Youdim y cols., 1991;
Griffiths y Crossman, 1993), monos
(Bergeron 'y cols., 1993), y ratas (Hill y
Switzer, 1984; Hill, 1988; Barkai y cols.,
1991, Sengstock y cols., 1993). Otras
regiones con alto contenido de hierro son:
el giro dentado, tracto éptico, el niucleo
intrapeduncular, el nucleo caudado y
algunos nucleos del cerebelo (Youdim vy
cols., 1989). Cabe sefialar que el hierro
s@ encuentra aparentemente contenido en
fibras nerviosas, oligodendrocitos vy
lugares con deficiencias en la barrera
hematoencefalica (Hill y Switzer, 1984;
Hill, 1988).

Se postula que con el envejecimiento,
los radicales libres derivados del H,0,,
son responsables de la degeneracidon de
las membranas celulares al peroxidar sus
lipidos. En este proceso, el hierro y otros
metales pesados, juegan un papel
sumamente importante en la generacién y
propagacion de los radicales libres
derivados del perdxido de hidrdégeno, y en
la neurotoxicidad inducida por calcio
(Hartmann y cols., 1993, Mattson y cols.,
1993).

Diversos reportes muestran un
incremento en el contenido de hierro en la
sustancia nigra, asociado  al
envejecimiento y en pacientes con
enfermedad de Parkinson, asi como
variaciones en el contenido de diversos
metales (Earle, 1968; Harrison y cols.,
1968; Drayer y cols., 1986; Dexter y cols.,
1987, 198%a,b, 1991ab;, Sofic y cols,,
1988:; Halliwell, 1989b; Reiderer y cols.,
1989b; Youdim y cols., 1989; Adams vy
Odunze, 1991; Hirsch y cols., 1991;
Cohen y cals., 1993; Griffiths y Crossman,
1993), asi como en pacientes afectados
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por la paralisis supranuclear y atrofia
multiple, pero no en la enfermedad de
Huntington (Dexter y cols., 1991b; Cohen
y cols.,, 1993). Asimismo, los niveles
totales de hierro se ven incrementados en
el estriado de pacientes afectados por la
paralisis supranuclear, atrofia multiple y
enfermedad de Huntington pero no en la
enfermedad de Parkinson, siendo que en
todos los casos disminuyeron los niveles
del metal en el globo palido (Dexter y
cols., 1991b).

Con base en estos resultados, ha sido
planteado que la muerte de las neuronas
dopaminérgicas pueda ser el resultado
del ataque de radicales libres catalizados
por el hierro, a partir del H,0, producido
por la deaminacion de dopamina y la
autoxidacion de eésta a neuromelanina
(Dexter y cols,, 1986, 1987, 1989a,b,
1991a,b; Halliwell, 1989a; Reiderer vy
cols., 1989a,b; Youdim y cols., 1989,
Adams y Odunze, 1991; Olanow, 1991,
1992b; Griffiths y Crossman, 1993).

Esta afirmacion se ve apoyada
experimentalmente, ya que la inyeccion
de hierro en la SNc de la rata, provoca la
muerte de las células dopaminérgicas
(Sengstock y cols.,, 1993). En ratas
lesionadas con 6-hidroxidopamina, la
administracion intracerebroventricular de
desferrioxamina, quelante de hierro, logra
reducir en casi 50% la pérdida de
dopamina estriatal (Ben-Sachar y cols,,
1991,1992). En cultivos de neuronas
dopaminérgicas la adicion de L-dopa o
dopamina causa la muerte de estas
células en presencia de hierro (Tanaka y
cols., 1991), pero pueden ser protegidas
por la adicién de deferroexanina (Tanaka
y cols., 1990).



Aunado al aumento de la actividad de la
monoamino oxidasa B y de los niveles de
hierro en la SNc¢, se han reportado
alteraciones en los sistemas fisiolégicos
de defensa antioxidante. Por lo que
respecta a los sistemas no enzimaticos ha
sido reportado que los niveles de ferritina,
molécula quelante de hierro y reguladora
del contenido de hierro celular (Harrison y
cols., 1977), decrementan en la totalidad
del cerebro Parkinsonico y
particularmente en la sustancia nigra
(Reiderer y cols., 1988; Dexter y cols,,
1990; 1991a,b; Cohen y cols., 1993).
Estos datos sugieren la pérdida de la
regulacion de hierro en la enfermedad de
Parkinson, que podria llevar a |la
generacion de radicales libres,
principalmente superdxido e hidroxilo.

El contenido de otros inactivantes de
radicales libres, como el acido ascorbico
cerebral, no se modifican por el humano
viejo 0 en la enfermedad de Parkinson
(Reiderer y cols., 1989b), pero si en la
rata vieia (Svensson y cols., 1993).

Con respecto a los sistemas
enzimaticos de proteccién antioxidante,
ha sido reportado que la actividad de la
superdxido dismutasas se incrementa
linealmente con la edad en la corteza de
las rata vieja (Scapa y cols,, 1987). Este
aumento fue detectado uUnicamente en la
corteza cerebral pero no en otros tejidos
del animal, por lo que posiblemente ésta
sea una respuesta defensiva del sistema
nervioso en contra de la acumulacion de
radicales libres generada por la
deaminacion de serotonina y
catecolaminas por la moncamino oxidasa
(Scapa y cols.,, 1987). También en la
sustancia nigra de pacientes con
enfermedad de Parkinson, ha sido
reportado el aumento de la actividad de
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esta enzima (Martilla y cols., 1988; Saggu
y cols., 1989), siendo que los niveles de
RNAMm de las superdxido dimutasas
dependientes de Cu y Zn a su vez estan
incrementados en la sustancia nigra
(Hirsch, 1992) y el hipocampo (Ceballos y
cols., 1989).

El sistema de glutation también se ve
afectado por el envejecimiento y en la
enfermedad de Parkinson. Ha sido
reportado un decremento significativo en
los niveles de glutation, sin que la
actividad de la glutation peroxidasa se
vea afectada en ratas y humanos viejos y
en pacientes parkinsonicos (Perry y cols.,
1982; Ravindranath y cols.,, 1989;
Reiderer y cols., 1988, 1989a; Vescovi y
cols., 1993). Las regiones principalmente
afectadas son el putamen, el globo palido,
la substancia nigra, el nucleo basal de
Maynert, los nucleos amigdalinos, el
talamo, el hipocampo, y la corteza frontal,
occipital y cerebelosa. Cabe sefialar que
la disminucion de glutation, favorece la
produccion y elevacion de los niveles de
hierro (Reiderer y cols., 1989b).

Mediante la técnica inmunocitoquimica,
ha sido determinado que solamente las
células gliales contienen  glutation
proxidasa (Damier y cols., 1993), y que
aquellas células dopaminérgicas nigrales
rodeadas por células gliales con bajo
contenido y actividad de glutation
peroxidasa son mas susceptibles de
degenerar, mientras que en la sustancia
nigra de cerebros parkinsonicos, las
células dopaminérgicas sobrevivientes
estan rodeadas de glia con alto contenido
de glutation peroxidasa (Hirsch, 1992
Damier y cols., 1993). Incluso la alta
actividad de glutation peroxidasa reduce
la acumulacidon de lipofucsina en el



sistema nervioso de anfibios
(Lopeztorres y cols., 1993).

viejos

Aunado a la disminucidn de glutation, se
ha reportado la reduccidon en la
concentracion de catalasa en el estriado
de pacientes con enfermedad de
Parkinson (Ambani, y cols., 1975), lo cual
apoya estas observaciones indicando que
posiblemente el origen de la muerte de
las células dopaminérgicas, pueda ser ia
pérdida de la homeostasis de radicales
libres.

Todas las alteraciones descritas,
coinciden con la elevacidon en los niveles
cerebrales de productos de Ila
peroxidacion de membranas como, el
malondialdehido y el decremento en los
niveles de acidos grasos polinsaturados,
principal substrato para el ataque de los
radicales libres. Tanto en animales
experimentales  (Ravindranath y cols.,
1989; Lopeztorres y cols., 1992), como en
humanos (Dexter y cols., 1986, 1989b;,

Jenner, 1989; Olanow, 1991), se ha
determinado la peroxidacion  de
membranas celulares, afectando

principalmente al tallo cerebral y en
particular a la sustancia nigra, e incluso
en leucocitos polomorfonucleares de
pacientes parkinsénicos (Kalra y cols.,
1992). Estas observaciones se ven
apoyadas por la tendencia de los
radicales libres a aumentar durante el
envejecimiento (Bondareff, 1981; Harman,
1981; Tappel, 1973a,b).

Aunado a ésto, existen evidencias de la
inhibicion de la funcion de la mitocondria
especificamente en la sustancia nigra,
afectando el complejo | de la cadena
respiratoria, 10 que podria ser de graves
consecuencias para la generacion de
energia celular, Esta alteracion
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posiblemente es producto de Ia
peroxidacion de la membrana mitocondrial
mediante la participacion de radicales
libres como lo muestran las evidencias
obtenidas a partir de la accion de MPTP
(Jenner, 1989; Gerlach y cols., 1991,
Clester y cols., 1992; Beal y cols., 1993)
cuyos efectos se incrementan por efecto
de la edad, gracias al aumento en la
actividad de la monoamino oxidasa B
(Irwin y cols., 1992).

El sistema nervioso central puede ser
muy susceptible a la agresion del estrés
oxidativo y la pérdida de la regulacién de
calcio, ya que su funcionamiento requiere
un alto metabolismo, pero carece de
almacenes de oxigeno y energéticos; es
rico en substancias facilmente oxidables,
pero es pobre en sistemas de proteccién
antioxidante; y porque, si es danado, no
puede regenerarse. Las evidencias
presentadas sobre el posible origen de la
muerte de las neuronas dopaminérgicas
nigrales, en base a la accion de los
radicales libres es sumamente atractiva,
sin embargo, las pruebas presentadas
son todas indirectas y no existen pruebas
directas que comprueberi la participacion
de los radicales libres en el proceso
neurodegenerativo, quedando diversos
puntos aun por ser aclarados, para poder
confirmar o refutar esta hipotesis.

No sdlo las neuronas dopaminérgicas
se ven afectadas con e! envejecimiento,
sino que también las neuronas espinosas
medianas del neoestriado presentan
alteraciones morfolégicas asociadas a la
edad. En esta estructura también ha sido
reportada la pérdida de neuronas
asociada a la edad (Bugiani y cols.,
1978). Esta pérdida celular afecta
fuertemente las interneuronas
colinergicas y consecuentemente |a



transmision colinérgica (Altavista y cols,,
1988; McNeil y Koek, 1990; Shibata vy
cols., 1993). Como en ¢l caso de la
muerte de las neuronas dopaminérgicas,
también ha sido propuesto que la muerte
de las neuronas espinosas medianas es
efecto del decremento en la funcion
mitocondrial dependiente de la edad
(Bossi y cols., 1993).

La pérdida celular en el neoestriado
envejecido concuerda con la disminucion
en las concentraciones de Met- vy
Leu-encefalinas y neurotensina en esta
estructura, lo que puede implicar graves
alteraciones  neuromodulatorias  (De
Ceballos y cols., 1987).

Morfolégicamente, el envejecimiento
produce en primera instancia que Ia
densidad de espinas dendriticas en los
segmentos dendriticos distales presenten
una reduccidn en numero de hasta el
50%. Este fendmeno correlaciona con la
aparicion de espinas dendriticas atipicas
de cabeza alargada. Posteriormente, con
el avance de la edad fue identificada una
marcada pérdida del 30-40% de la porcidn
distal de los segmentos dendriticos
(Levine y cols., 1986, 1988; Levine, 1988;
Buell y Coleman, 1979, 1981; Ingram vy
cols.,, 1989). Efectos similares son
observados ante la denervacién de
dopamina por lesion de la via nigro
estriatal (Ingram y cols., 1989).

Mas aun, las alteraciones en las
dendritas estriatales estan asociadas con
la pérdida de las capacidades motaoras en
humanos viejos sanos y c.un enfermedad
de Parkinson (McNeill y cols., 1988a,b).
Este tipo de alteraciones es dependiente
de la regidén neoestriatal, tipo celular y de
la especie en estudio (Hinds y McNelly,
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1977, 1981, Buell y Coleman, 1979, 1981,
Connory cols., 1980; Flood y cols., 1985).

Acompariando a estas alteraciones se
presenta un incrementoconsiderable de
componentes gliales como astrocitos vy
microglia (para revision ver Finch vy
Morgan, 1990). En el nivel
ultraestructural, existe un decremento
importante en la densidad sinaptica en el
neuropilo del caudado, una reduccion
significativa de las  dimensiones
dendriticas, acomparado de la aparicion

de sinapsis inusualmente grandes
asociados a espinas  dendriticas
alargadas atipicas. Varias de estas

neuronas contenian tanto en el soma
como en las dendritas, inclusiones de
lipofuscina granular (L.evine y cols., 1988;
Levine, 1988; Ingram y cols., 1989).

Alteraciones neuroquimicas.

A pesar de la extensa pérdida y
alteraciones de las neuronas nigrales y
neoestriatales por efecto del
envejecimiento, la determinacién de los
cambios en las concentraciones de
dopamina, receptores dopaminérgicos vy
otros indicadores del envejecimiento en
humanos y animales experimentales son
en algunos casos dificiles de interpretar
ya que los cambios reportados pueden
ser contradictorios o verse fuertemente
afectados por las metodologias utilizadas
e inclusive los reportes de algunos
grupos, los menos, no muestran cambios
de estos indicadores.

La pérdida de dopamina ocasionada por
el envejecimiento €s altamente
significativa en el estriado y putamen de
humanos viejos sanos, donde Ia
disminucidn de la concentracion total del



neurotransmisor puede alcanzar hasta un
40 6 50% de sus valores "normales"
(Reiderer y Wuketich, 1976; Adolfsson y
cols., 1979, Carlsson, 1981, Hornykiewicz,
1983, Morgan y Finch, 1988).

Resultados similares han sido
reportados en la concentracion de
dopamina vesiculada en una amplia
muestra de sujetos viejos sanos y con
enfermedad de Parkinson (Carlsson y
cols., 1980; Scherman y cols., 1989). Sin
embargo en los sujetos vigjos I|a
disminucion de  dopamina  afecta
principalmente las porciones caudales del
estriado y putamen, hallazgo contrario al
reportado en pacientes con enfermedad
de Parkinson (Kish y cols., 1992).

Esta pérdida de dopamina parece ser
efecto de la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en la SNc
humana, donde se llega a perder el 50%
de células. Sin embargo, en los roedores
experimentales la disminucién en los
niveles de dopamina en el neoestriado
envejecido es mucho menor que la
reportada en humanos, siendo
aparentemente dependiente de la especie
y cepa estudiada. La reduccion en los
niveles de dopamina alcanza en promedio
del 20 a 25% de los niveles encontrados
en ratas y ratones jévenes (Finch, 1973,
Demarest y cols., 1980, Osterburg y cols.,
1981; Hirschorn y cols., 1982; Marshal y
cols., 1983; Timiras y cols., 1984), aunque
existen trabajos en donde se reporta una
reduccidn de hasta 55 al 65% (Joseph y
cols., 1978; Ponzio y cols., 1984).

En los primates los niveles de dopamina
también muestran unareduccion

significativa por efecto del envejecimiento

(Sladek y Sladek, 1979; Goldman-Rakic y
Brown, 1981). Ademas de las
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repercusiones motoras, la disminucion de
dopamina con el envejecimiento ha sido
también involucrada en la pérdida de la
capacidad de memoria en individuos vy
animales viejos (ver McEntee y Crook,
1990).

En animales jovenes, las lesiones con
6-hidoxidopamina que eliminan el 80% de
la poblacion dopaminérgica nigral, existe
un incremento en la capacidad
biosintética de dopamina en las neuronas
sobrevivientes (Zigmond y cols., 1990).
Resultados similares en animales viejos
fueron posteriormente reportados por el
grupo de Tatton, quienes analizando las
concentraciones de dopamina y sus
metabolitos en ratones viejos, observaron
que cuando éstas son expresadas con
respecto al peso humedo del estriado, no
existe una reduccion significativa del
neurotransmisor. Sin embargo, cuando la
concentracion de dopamina se expresa
con respecto a la proporciéon de neuronas
sobrevivientes en la SNc (70% de pérdida
celular), las concentraciones aumentan
casi linealmente alcanzando incrementos
de 5-7 veces por célula al compararse con
ratones jovenes (Tatton y cols., 1991b;
Greenwood y cols., 1991).

Estos datos son el primer indicio de un
incremento en la capacidad biosintética
celular de dopamina con el avance de la
edad que compensaria las deficiencias
funcionales del envejecimiento, aclarando
un poco los resultados obtenidos en
roedores experimentales

Reportes recientes describen algunas
alteraciones de la transmision
dopaminérgica por  efecto del
envejecimiento. Primeramente se reportd
que la liberacion de dopamina desde las
terminales presinapticas también se ve



afectada con el envejecimiento. La
estimulacion de la liberacion de dopamina
in vitro, inducida por altas
concentraciones de potasio 0 anfetamina
es mas alta en las ratas jovenes que en

ratas viejas. Mas aun, la perfusidn
continua de L-dopa incrementa
significativamente la liberacidn de

dopamina en el estriado de las ratas
viejas, por encima de los niveles
obtenidos para las ratas jovenes (Dlunzen
y cols.,, 1989, 1991, Venero y cols,
1991a; Friedemann y Gerhardt, 1992).
Posiblemente, el decremento en la
liberacién de dopamina sea efecto de una
reduccidon con el envejecimiento en la
fosforilacion de la sinapsina 1 (proteina
involucrada en el acoplamiento de las
vesiculas sinapticas a la membrana
plasmatica) en el estriado (Magnoni y
cols., 1991).

La estimacion mediante voltametria de
la liberacion, sintesis y recaptura de
dopamina en la rata anestesiada
corrobora las observaciones bioguimicas
(Stamford, 1989). En estos términos, la
liberacion de dopamina estimulada por
NMDA, agonista del receptor de
glutamato, se ve significativamente
reducida en la rata vieja (Gonzales y
cols., 1991). Asimismo, se ha reportado
-que el recambio de dopamina en la rata
vieja se ve decrementado en un 23.9%
(Veneroy cols., 1991a,b). Mas aun, se ha
reportado que en el neoestriado la
cantidad y actividad de la
monoaminoxidasa A y B, enzimas
responsables de la deaminacion oxidativa
de serotonina y dopamina liberada en la
hendidura sinaptica, se ven
sustancialmente incrementadas en la rata
vieja y pacientes con enfermedad de
Parkinson (Oreland y cols., 1984, Arai y
Kinemuchi, 1988; Gottfries, 1990).
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Simulténeo a la pérdida celular,
disminuciéon de los niveles y deficiencias
en la liberacion y recambio de dopamina,
se han reportado fuertes decrementos en
la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH),
enzima limitante de la biosintesis de
catecolaminas. Con el envejecimiento, la
disminucidn en la actividad de [a TH en el
humano puede decaer hasta el 80% de su
actividad normal en un periodo de entre 5
y 20 anos tanto en el nucleo caudado
como en el putamen (McGeer y cols.,
1971a; McGeer y McGeer, 1976).
Nuevamente, en los roedores
experimentales viejos, la disminucion de
la actividad de la TH es menor a la
reportada en humanos siendo de entre el
15y 30% (McGeer y cols., 1971a,b; Reis
y cols., 1977; Joseph y cols., 1980;
Ponzio y cols., 1982).

La reduccion de la actividad de la TH
concuerda estrictamente con los reportes
recientes sobre las  alteraciones
asociadas al envejecimiento sobre la
expresion genética de esta enzima
(Javoy-Agid, vy cols., 1990; Wolf y cols.,
1991; Pasinetti y cols., 1992) y sobre
todas las enzimas de la cadena
biosintética de catecolaminas (Nagatsu,
1992), asi como una posible disminucion
de la fosforilacion de la enzima por las
protein-cinasas A y C (Magnoni y cols.,
1991), lo cual podria explicar los
decrementos en su actividad.

Concomitante a estas alteraciones, se
ha descrito el aumento de la liberacién
basal de glutamato en el estriado lateral
de ratas y ratones viejos (Freeman y
Gibson, 1987, Donzanti y cols., 1993), asi
como alteraciones en los sistemas de
recaptura de glutamato de alta y baja
afinidad (Price y cols., 1981; Strong vy
cols., 1984). En las ratas viejas, la



administraciéon de agonistas y
antagonistas D,, no altera la liberacion de
glutamato, por lo que posiblemente el
sistema dopaminérgico no  esta
involucrado en el aumento de glutamato
estriatal (Donzanti y cols., 1993). Estas
alteraciones aunadas a las alteraciones

en la transmisibn  dopaminérgica
mencionadas, evidencian l|a posible
descompensacion edad- dependiente

entre el sistema glutamatérgico cortical y
el sistema dopaminérgico nigral. Mas aun,
el sistema colinérgico parese no presentar
alteraciones dependientes de la edad
(Wang y cols., 1992).

En la postsinapsis, la identificacion de
alteraciones en los receptores a dopamina
mediante ligandos selectivos, es la mas
- consistente y mejor documentada de las
alteraciones observadas asociadas al
envejecimiento. Sin embargo existe un
numero reducido de reportes
contradictorios, posiblemente debido a
una falta de uniformidad en los métodos
empleados o0 a diferencias entre
especies(Morgan y Finch, 1988; Morelli y
cols., 1990; Rinne y cols., 1990).

Apoyado en un gran numero de estudios
empleando técnicas diversas, uno de los
marcadores en el que consistentemente
se reportan alteraciones con el
envejecimiento es la reduccion en la unidn
y la densidad de receptores D, en el
caudado pero no en el putamen de
humanos sanos (Severson y cols., 1982;
Wong vy cols., 1984; Rinne, 1985; Hess y
cols., 1987, Morgan y cols., 1987,
Seeman y cols,, 1987; Rinne y cols,,
1993). l.os cambios  observados
representan una reduccion de
aproximadamente el 30% en |los
receptores D,, alteracion en estrecha
relacion con la enfermedad de Parkinson.

30

En animales experimentales de varias
especies y cepas como la rata, raton,
conejo y primates, la reduccion en la
densidad y numero de receptores D,
afecta la totalidad del neoestriado a
diferencia del efecto reportado en el
cerebro humano (Govoni y cols., 1978;
Joseph y cols., 1978, 1981; Severson y
Finch, 1980; Thal y cols., 1980; Memo y
cols., 1980, Misra y cols., 1980, 1981,
Randall y cols., 1981; Marquis y cols.,
1981; Algeri y cols., 1982; DeBlasi vy
Mennini, 1982; Severson y cols., 1982,
Henry y cols., 1986; Hyttel, 1987; Lai y
cols., 1987; Zhou y cols., 1989; Han y
cols., 1989; Rinne y cols., 1990; Camps y
cols., 1993).

Los reportes al respecto concuerdan en
que &l decremento en los receptores D,
con el envejecimiento es de entre el 30 al
50% a lo largo de la vida del animal,
manifestandose de manera progresiva. En
animales joévenes, la densidad de
receptores D, en el estriado, presenta un
gradiente de incremento medial a lateral
(Joyce y cols.,, 1985; Loopuijt y cols.,,
1987), siendo que en los animales viejos
la disminucidn mas significativa se
observa en la porcion lateral del estriado
(Joyce y cols.,, 1986; Morelli y cols.,
1990). Esta disminucion ha sido
correlacionada con la pérdida de las
funciones motoras en ratas viejas (Henry
y cols., 1987).

El decremento en l|la densidad de
receptores D, concuerda estrictamente
con los recientes reportes sobre la
disminucién en los niveles de RNA
mensajero y proteina por alteraciones
postranscripcionales de este receptor con
el envejecimiento (Mesco y cols., 1991;
Dela-Vadova y cols., 1992; Sakata y cols.,
1992). Cabe sefialar que el decremento



en la densidad de receptores D, por
efecto del envejecimiento no parece
afectar las constantes de disociacion del
receptor, manteniendo la misma afinidad
por el ligando enddgeno (Joyce y cols.,,
1986; Rinne y cols., 1990, 1993, May vy
Sugawa, 1993). Aunado a esto, ha sido
reportado un decremento del 57% en la
actividad de la adenilato ciclasa acoplada
al receptor en ratas viejas (May y Sagawa,
1993).

Los cambios debidos al envejecimiento
en el receptor D, son ambiguos vy
controvertidos. En el humano son escasos
los estudios al respecto. Entre ellos se
reportan incremento de la densidad
(Morgan y cols., 1986, 1987), ausencia de
cambios (Reiderer y Wouketich,1976;
Rinne, 1985), o decrementos del 3.7% por
década tanto en el caudado como el
putamen (Hess y cols., 1987, Seeman y
cols., 1987; Rinne y cols., 1990),

En animales experimentales
nuevamente se reportan ausencia de
cambios (O'Boyle y Waddington, 1984;
Rosengarten y cols., 1986; Morgan vy
cols., 1986; Henry y cols.,, 1986), o
decrementos en la densidad de entre el
30% hasta el 70% (Giorgi y cols., 1987,
Henry y cols., 1986, 1987; Hyttel, 1987,
1989; Hyttel y Arnt, 1987; Battaglia y cols.,
1988). A pesar de esto, reportes recientes
indican que la constante de afinidad por
los receptores D, es significativamente
menor (-53%) en ios animales vigjos (May
y Sugawa, 1993).

l.a disparidad de los res:itados parece
deberse en gran medida al ipo de ligando
utilizado, las metodologias empleadas y la
especie y cepa de animal experimental.
Reportes recientes indican que los
cambios con el envejecimiento en los
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receptores dopaminérgicos evaluados
mediante  autorradiografia cuantitativa
afectan diferencialmente distintas

porciones del estriado. Una de las éareas
principalmente afectadas es la porcidn
anterior del neoestriado mientras que los
cambios en la porcidon media y posterior
son menores (para revision ver Strong,
1988; Zhou y cols., 1989; Morelli y cols.,
1990; Camps y cols., 1993).

A pesar de que el efecto del
envejecimiento sobre los receptores D, no
es clara, consistentemente se reporta la
reduccion en la activacion de la adenilato
ciclasa acoplada a este receptor en la
rata, ratén y conejo (Walker y Walker,
1973, Govoni y cols., 1977, 1978, Puri y
Volicer, 1977, Schmidt y Thornberry,
1978; Makman y cols., 1980; Papavasiliou
y cols., 1981; Cimino y cols., 1983; Henry
y cols., 1986; Roth y cols., 1986; Roth,
1988; Hara y cols., 1992; Araki y cols.,
1993). Los decrementos reportados van
desde el 30% hasta el 76% a lo largo de
la vida del animal, siendo una de las
alteraciones que se pueden detectar
tempranamente en el estriado envejecido.
El acoplamiento deficiente entre el
receptor y la enzima juega un papel
importante en el decremento de Ia
respuesta, incluso motora, de los
receptores D, con el envejecimiento,
aunque los propiedades bioquimicas de

los receptores aparentemente se
mantengan normales.
El recambio de los receptores

dopaminérgicos en la membrana sinaptica
de los animales viejos es 23-35% mas
lenta que en los animales jovenes, siendo
directamente proporcional a la reduccidn
de la densidad de receptores (Henry vy
Roth, 1986). Cabe resaltar que la
densidad de receptores dopaminérgicos



puede ser regulada positivamente
mediante la administracidén de prolactina y
hormonas esteroides, lo cual induce un
incremento en la densidad de receptores
y disminuye las deficiencias motoras en
animales experimentales viejos (para
revision ver Joseph y Roth, 1988).

La utilizacion de inhibidores de la
recaptura de dopamina lograreducir las
deficiencias motoras en  animales
experimentales viejos (Altar y Marshal,
1988), ya que la densidad de los
complejos de recaptura de dopamina no
se ve alterada por la edad (Inglefield y
Richfield, 1992). Las alteraciones por
efecto del envejecimiento en otros
receptores dopaminérgicos, D, D, y Dy, al
la fecha son aun desconocidas, asi como
las interacciones entre los distintos
sistemas de neurotransmision
involucrados en el funcionamientio de los
ganglios basales.

Alteraciones electrofisioldgicas.

La informacion disponible sobre las
alteraciones electrofisiolégicas en los
ganglios basales es escasa. Con respecto
a los efectos del envejecimiento sobre la
SNc Freeman y cols., en 1989, analizaron
la actividad electrofisidlogica extracelular
de las células dopaminergicas en A9 y
A10 en la rata Fisher 344. Sus
investigaciones  mostraron que Ia
frecuencia promedio de disparo, su
distribucion y el indice de actividad
espontanea no cambia en esias neuronas
por efecto de [a edad. De la misma forma,
las propiedades de disparo de neuronas
identificadas antidromicamente no
mostraron cambios ante la administracion
de distintos agonistas dopaminérgicos
como la apomorfina, quinpirol vy
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D-anfetamina, o la aplicacion de

dopamina microiontoforéticamente.

Por otra parte Lavin y Drucker-Colin
(1991), reportaron que en la rata de la

cepa Wistar existe una reduccién
cronolégicamente  progresiva en |a
frecuencia promedio de disparo

estadisticamente significativa a los 20 vy
22-24 meses de edad, acompariada de
una reducciéon en el numero de células
capaces de mantener altas frecuencias de
disparo.

Evidencias electrofisoldgicas obtenidas
en animales experimentales jovenes,
muestran que ante la pérdida del 36% de
las células dopaminérgicas nigrales por la
administracion de 6- hidroxidopamina, la
actividad eléctrica de las neuronas
sobrevivientes no se ve alterada,
manteniendo sus propiedades normales.
Sin embargo, cuando las depleciones
exceden el 96% de la poblacion celular,
se presenta un incremento significativo
tanto en la frecuencia de disparo como en
el patrén de disparo de las neuronas
sobrevivientes (Hollerman y Grace, 1990).

Este cambio en la actividad eléctrica de
las neuronas de la SNc en los animales
lesionados, se ve acompaiada por
alteraciones electrofisiolégicas en las
neuronas de proyeccion nigro-talamicas
de la SNr, en los primeros dias postlesion,
retornando paulatinamente a su estado
normal. Las alteraciones reportadas son
la reduccion de la frecuencia de disparo,
aumento en el nUmero de neuronas que
disparan en rafagas y el incremento en el
numero de células silentes, indicando que
las vias de salida de los ganglios basales
se ven fuertemente afectadas por la
deplecion de dopamina (Macl.eod y cols.,
1990).



Cabe resaltar que cuando las lesiones
con 6-hidroxidopamina exceden el 80% de
la poblacion dopaminérgica nigral existe,
un incremento en la capacidad
biosintética de dopamina en las neuronas
sobrevivientes (Zigmond y cols., 1990).
Estos resultados concuerdan
estrictamente con los reportes de Tatton
(1991b) y Greenwood (1991), acerca del
incremento en la capacidad biosintética
de dopamina en estas mismas neuronas,
que sobreviven al avance de la edad.

En el neoestriadu el grupo de Levine ha
realizado muiltiples estudios acerca de las

alteraciones de las  propiedades
electrofisiolégicas en el gato vigjo,
concomitantes a  sus estudios
morfolégicos. Su grupo ha reportado
mediante registros extracelulares, una
disminucion en los indices de
excitabilidad de las neuronas del

caudado, que inducen un decremento en
la frecuencia de disparo, menos
respuestas excitatorias iniciales en
respuesta a la activacion por estimulos
monosinapticos y un incremento en el
umbrai para evocar respuesta
excitatorias, mayor que el requerido para
evocar respuestas inhibitorias (Levine y
cols., 1987a,b; Levine, 1988).

Mediante registros intracelulares de
neuronas espinosas medianas
neoestriatales en la rata Fisher 344 vieja,
se identificé la ausencia de potenciales
postsinapticos excitatorios y un aumento
en el umbral necesario para inducir estos

potenciales. También se detecté un
incremento en el umbral para inducir
potenciales de  accidn  evocados

sinapticamente y mediante inyecciéon de
corriente. Estos datos fueron
interpretados como una combinacion de
alteraciones en la comunicacion sinaptica
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y en las propiedades de la membrana
reflejandose en un decremento de la
excitabilidad por efecto del envejecimiento
en el neoestriado (Cepeda y cols., 1989).
Alteraciones  electrofisiolégicas  muy
semejantes han sido también reportadas
en las neuronas de los ganglios de la raiz
dorsal del ratén (Scott y cols., 1988).

Diversas alteraciones asociadas a la
edad que pueden influir en las
propiedades electrofisioldgicas de las
neuronas, han sido descritas como:
cambios en la composicién lipidica,
protéica y fluidez de la membrana celular
estriatal (Henry y Roth, 1986; Bondy y
cols., 1989; Soderberg y cols.,, 1990;
Farooqui y Horrocks, 1991), disminucién
del potencial de membrana por el
decremento en la actividad de la ATPasa
K*-Na* en sinaptosomas de la corteza del
ratdon (Tanaka y Ando, 1990), disminucion
en la conductancia al K* en las neuronas
granulares del hipocampo (Niesen y cols.,
1988), alteraciones en la conductancia a
Ca'" en las neuronas piramidales del
hipocampo (Moyer y cols.,, 1992),
alteraciones en las propiedades pasivas
de la membrana de las motoneuronas del
gato viejo (Engelhardt y cols., 1989),
deficiencias en la regulacion del calcio
(Hartmann y cols., 1993), alteraciones en
la liberaciobn de neurotransmisores
(Thesleff, 1981, Glover, 1982; Peterson y
Gibson, 1983ab; Smith, 1987) vy
alteraciones en los sistemas de segundos
mensajeros (Magnoni y cols., 1991; Hara
y cols., 1992).

Posiblemente, la amplia variedad de
alteraciones  ocasionadas por el
envejecimiento en los ganglios basales
tengan un punto de partida comun; la
muerte de las células dopaminérgicas de
la sustancia nigra pars compacta. Gran



parte de las alteraciones morfoldgicas,
bioquimicas y electrofisioldgicas descritas
parecen ser consecuencia de la muerte
de las células dopaminérgicas, y la
consecuente carencia de dopamina en |os
nucleos de proyeccion. La carencia del
neurotransmisor, desencadena el mal
funcionamiento de los circuitos cortico-
estriato- talamico- corticales, iniciando la
manifestacion de los desdrdenes del
movimiento asociados a la edad.

El inicio y gravedad de las deficiencias
motoras que se manifiestan con el
envejecimiento, dependen estrictamente
del grado de disminucién de dopamina en
los nucleos de proyeccion. Sin embargo,
el envejecimiento también actua sobre las
células blanco de la dopamina y su
sistema de transduccidn, afectando tanto
a los receptores, como en los segundos
mensajeros asociados al receptor. Si la
causa de ésto es la carencia de dopamina
o el paso del tiempo, es a la fecha
incierto.

TRANSPLANTES
CEREBRALES

A partir de la década de los 80, la
técnica de transplantar tejido nervioso al
sistema nervioso central, se ha
desarrollado  rédpidamente en una
herramienta muy versatil dentro de la
neurobiologia. Al igual que las técnicas de

lesion, neuroquimicas,
neurofarmacoldgicas y de registro
electrofisioldgico, la tacnica de

transplantar tejido nervic:o al sistema
nervioso, se ha abierto camino como una
novedosa aproximacion al estudio de la
funcion, recuperacion de funciones,
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desarrollo y regeneracion de conexiones
en el sistema nervioso central.

Gran parte de los estudios
experimentales en los que se ha
transplantado tejido nervioso, han sido
realizados utilizando como donadores el
sistema nervioso de animales en etapas
fetales del desarrollo y animales adultos
como receptores. Recientemente ha sido
evaluada la posibilidad de utilizar el
sistema nervioso de animales viejos como
receptor. Esta aproximacion ha permitido
iniciar nuevas alternativas para el estudio
de las enfermedades neurodegenerativas,
ya que permite que las investigaciones
encaminadas en este sentido, sean mas
similares y cercanas a la enfermedad en
estudio, pues el sistema nervioso
envejecido presenta alteraciones vy
deficiencias debidas a su degeneracion
natural, similares a las observadas en las
propias enfermedades.

Aspectos Historicos.

Hace poco mas de cien afnos que en la
literatura cientifica aparecié el primer
intento de transplantar porciones de la
corteza cerebral del gato adulto al sistema
nervioso central de perrosadultos, trabajo
publicado en 1890 por Gilman Thompson
profesor de fisiologia del Colegio de
Medicina de New York University. Sin
embargo el enorme potencial de este
elegante procedimiento sélo comenzé a
ser ampliamente estudiado hasta el inicio
de la década de los 70, siendo que el
desarrollo de las investigaciones sobre
transplantes cerebrales que durante los
ultimos 20 afos se han realizado, han
alcanzado tal punto de desarrollo, que la
técnica ha logrado recientemente irrumpir
en el campo de la medicina.



Previamente entre 1890 a 1970,
algunos estudios en los que diversos
modelos y animales experimentales
fueron utilizados, se lograron reconocer
una propiedad fundamental del tejido
transplantado: éste lograba sobrevivir en
el cerebro receptor (Saltykow, 1905;
D'Abundo, 1913, Ranson, 1914; Dunn,

1917, Spemann, 1921, Spemann vy
Mangold, 1924; Murphy y Sturm, 1923,
May, 1935, 1945; Tidd, 1932

LeGros-Clark, 1940; Young, 1942; Greene
y Arnold, 1945; Royo y Quay, 1959). Sin
embargo ofros estudios obtuvieron
resultados menos halaguenos, llegandose
a postular que el cerebro era un medio
adverso para recibir transplantes (Del
Conte, 1907; Marinesco y Minea, 1907,
Altobelli, 1914; Wiilis, 1935; Gless, 19565;
Flerkdé y Szentagothai, 1957, Halasz y
cols., 1962; Horvat, 1966, Wenzel vy
Borleheir, 1969, Frotscher y cols., 1970).

El por que existen tan pocos estudios en
este periodo de 80 anos, es dificil de
entender ya que varios de los
fundamentos para transplantar
exitosamente tejido nervioso al cerebro,
asi como las técnicas que a la postre
serian mas utilizadas comenzaban a ser
esclarecidas. Posiblemente la falta de
interés en el tema, el que se considerara
prioritario el desarrollo de ofro tipo de
investigaciones o el desconocimiento de
los reportes por otros investigaderes sean
responsables de ello.

En este punto, senalaremos la
existencia de un estudio, producto de esta
época, en el que premaluramente se
intenté  transplantar médula espinal
cadaverica humana a un paciente con
lesion medular. Como consecuencia de la
pobre fundamentacion experimental que
aun prevalecia, el resultado obtenido fue
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en extremo desalentador
cols., 1944),

(Woolsey vy

Consideraciones metodologicas.

A pesar de todo, estos estudios
fundamentaron una investigacién amplia,
diversa y sélida entre 1970 e inicios de
los 80. Durante esta época varias
consideraciones metodoldgicas fueron
resueltas con el fin de obtener resultados
consistentes. Cabe resaltar que gran
parte de estos estudios se realizaron en
tomo a los transplantes de células
catecolaminérgicas los cuales son el
interés principal de esta tesis, por lo que
la mayor parte de las descripciones que a
continuacion se presentan se refieren a
este tipo de transplantes.

Primeramente se establecié que la edad
del sujeto donador es fundamental para
lograr la mejor sobrevivencia e integracion
del tejido transplantado. Asi, cuando se
utiliza tejido nervioso fetal para su
implantacién se obtienen mejores indices
de sobrevivencia e integracién que si se
utiliza tejido adulto. Esta se ha convertido
en una regla general. Entre mas joven sea
el tejido nervioso implantado mejores
resuitados se obtendran, existiendo
algunas diferencias que hacen preferible
la utilizacion de tejido fetal al tejido
neonato (Olson y Malmfors, 1970; Das y
Altman, 1971; Sieger y Olson, 1977; Das y
Hallas, 1978; Das y cols., 1980; Olson y
cols., 1982; Kromer y cols., 1983). Mas
aun, recientemente se ha establecido que
incluse la seleccion de Ila edad
gestacional del tejido nervioso fetal a
transplantar es un punto clave para la
obtencion de buenos indices de
sobrevivencia, integracidn e incluso



recuperacion funcional (Simonds y Freed,
1990).

La edad optima para transplantar tejido
dopaminérgico del mesencéfalo fetal y en

general tejido fetal del sistema nervioso -

central €s cuando las células a implantar
han realizado su Ultima division mitdtica
entre los 14 y 16 dias de edad gestacional
(Lauder y Bloom, 1974; Brundin y cols.,
1987). Sin embargo cuando se utiliza la
meédula adrenal como tejido donador, la
edad del sujeto donador es menos critica
e incluso la médule de donadores adultos
puede ser transplantada con buenos
resultados (Perlow y cols., 1980; Freed y
cols., 1981, 1983a; Patel-Vaidya y cols.,
1986). Este principio es también valido
para la realizacion de transplantes en
humanos, mas los aspectos éticos de la
utilizacion de tejido fetal e incluso la
realizacion de transplantes al cerebro en
pacientes con enfermedades
neurodegenerativas y los beneficios que
esta terapia puede aportar, son a la fecha
extremadamente controvertidos y
debatidos entre la comunidad cientifica
internacional (Joynt y Gash, 1987,
Fochtmann, 1988; Sladek y Gash, 1988;
Tulipan, 1988; Colover, 1990; Denman,
1990; Hoffer y Olson, 1990; Landau,
1990; Lindvall, 1991a,b; Madrazo vy
Franco-Bourland, 1990a; Miles y Morley,
1990; Perry, 1990; O'Shea, 1990; Temlett,
1990; Fiandaca, 1991; Forno y Langston,
1991; Hansen y Gash, 1991; Kupsch y
cols., 1991; Madrazo y cols, 1991a; Quinn
y Steiger, 1991; Menei y cols., 1992
Fazzini, 1992; Fahn, 1992; Lopez-Lozano
y Brera, 1993, Spenger y cols., 1992,
Freed, 1993), ya que algunos de los
pacientes con Parkinson que han sido
transplantados, pueden desarrollar
cuadros de demencia (Macias y cols.,
1989: Madrazo vy cols, 1990),
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proponiéndose incluso la implantacion de
células dopaminérgicas encapsuladas
(Emerich y cols., 1992; Tresco y cols.,
1992), asi como nuevas técnicas
neuroquirtrgicas que  permitan la
extension del periodo de tratamiento
farmacoldgico (Beanabid y cols,, 1991;
Goetz y cols., 1993).

La segunda consideracion metodoldgica
resuelta en este periodo, fue el establecer

que el sitio de implantacion del
transplante es también sumamente
importante  para  obtener  indices

adecuados de sobrevivencia e integracion
a largo plazo. Los transplantes de tejido
catecolaminérgico y en general de
cualquier porcién delneuroeje suelen
realizarse de dos maneras, ya sea como
un bloque de tejido o como wuna
suspension de células, con algunas
variantes de acuerdo al protocolo
experimental.

Cuando se utilizan transplantes en
bloque, se pueden lograr altos indices de
sobrevivencia cuando el tejido se coloca
en los ventriculos cerebrales donde el
tejido transplantado puede nutrirse a partir
de los componentes del liquido
cefaloraquideo (Rosenstein y Brightman,
1978; Perlow y cols., 1979; Freed y cals.,
1980; Gash y Sladek, 1980; Krieger y
cols., 1982; Drucker-Colin y cols., 1984;
Garcia-Hernandez y cols., 1987) o en
cavidades preformadas quirtrgicamente
en la corteza cerebral donde se permite la
formacion de un lecho vascular por
proliferacién de la pia madre (Stenevi y
cols., 1976, 1980; Bjorklund y Stenevi,
1979, Bjorklund y cols., 1980a; Freund y
cols., 1985, Mahalik y cols., 1985). En
estos casos, la vascularizacion del tejido
transplantado puede observarse poco



tiempo después de la implantacion del
tejido.

Los transplantes de células en
suspensién, se obtienen por la disociacion
quimica y/o mecanica del area del sistema
nervioso de interés, obteniéndose una
solucién de células dispersas o pequeiios
acumulos celulares. A diferencia de los
transplantes en bloque, los transplantes
en suspension pusden ser colocados en
cualquier area profunda del cerebro
adulto de manera precisa ocupando
volumenes discretos dentro de la
estructura de implantacion. Esta técnica
presenta ademas la ventaja de que el
numero de células implantadas puede ser
conocido y que los volumenes
implantados pueden ser estrictamente
controlados. Al disminuir el volumen vy
aumentar la densidad de la solucién, el
dafo ocasionado al cerebro receptor al
colocar las células logra reducirse al
minimo {Bjorklund y cols., 1980b, 1983,
Schmidt y cols., 1981, 1983). Mas aun,
esta técnica permite la implantacion de
células incluso no neuronales como
fibroblastos y miocitos manipulados
genséticamente, mezcladas con otros tipos
celulares o cuitivadas y prediferenciadas
antes de su implantacion (Brundin y cols.,
1986; Rosenberg y cols.,, 1988,
Breakefield, 1989; Hoarellou y cols., 1990,
1991; Date y cols., 1990a, 1991; Aguzzi y
cols.,, 1991; Cattaneo y McKay, 1991;
Cunningham y cols., 1991; Gage y cals.,,
1991; Schumacher y cols., 1991; Neve y
cols., 1992; Stern y cols., 1992; Wiestler y
cols., 1992; Jiao y cols., 1993).

Sin embargo, cuando se utiliza esta
técnica el tamafo y localizacion del
implante  en suspensidn deben ser
controlados adecuadamente para evitar
que el transplante darnie o distorsione los
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circuitos del cerebro receptor.
Nuevamente en estos casos la seleccion
de la edad gestacional del tejido
catecolaminérgico a transplantar es un
punto clave para la mejor sobrevivencia
del transplante. Cuando la SNc fetal
cuenta con 13-15 dias de gestaciéon se
pueden obtener mejores indices de
sobrevivencia que si se utiliza tejido con
apenas 24 horas mas de gestacion
(Bjorkiund y cols., 1980b; Brundin y cols.,
1985a), lo cual correlaciona con mejores
efectos funcionales inducidos por el tejido
transplantado(Brundin y cols., 1987).

Otra desventaja es que los transplantes
de células mesencefalicas en suspension,
presentan los mas pobres indices de
sobrevivencia e integracion en su nuevo
ambiente, sin  presentar cambios
fenotipicos, aun en condiciones
experimentales 6ptimas (Brundin y cols.,
1985a, 1986; Bohn y cols., 1987, Becker y
Freed, 1988). Esto limita fuertemente su
utilizacion y en consecuencia se requiere
de implantar grandes cantidades de
celulas con el fin de lograr la integracion
del transplante e inducir la recuperacion
de alguna funcion. |

La pobre sobrevivencia de los
transplantes de células
catecolaminérgicas al sistema nervioso
central es un problema continuamente
reportado, siendo una de las dificultades
metodoldgicos que mas fuertemente
afectan su  utilizacion  experimental,
implicando importantes consideraciones
para su utilizacién en pacientes humanos.

En este sentido Brundin y colaberadores

(1985a), reportaron que cuando se
transplanta el mesencéfalo ventral,
conteniendo la sustancia nigra en

desarrollo, al interior del parénquima del



estriado  denervado el  rango  de
sobrevivencia de las células
transplantadas es de entre 1:1000 a 1:100
de celulas implantadas. Esto significa que
solamente entre el 0.1 al 1% de las
células implantadas logran integrarse al
cerebro receptor. L.a proporcion de células
sobrevivientes esta en relacién directa
con el porcentaje de disminucion de la
conducta de giro, ya que en aquellos
transplantes con mejor sobrevivencia se
observd una reduccion mas pronunciada
de la conducta de giro inducida por la
administracion de metanfetamina.

Por lo que respecta a la sobrevivencia
de los transplantes de médula adrenal, se
ha reportado que cuando la médula de
ratas adultas es transplantada en
suspension al estriado denervado de
ratas con lesion de la via nigro-estriatal,
solamente 8l 5% del total de células
implantadas sobreviven despues de 28
dias de su implantacion. Sin embargo a
pesar del corto plazo y del 95% de
perdida celular, las células sobrevivientes
mostraron  diferericiacion  al  extender
procesos neuriticos, siendo capaces de
reducir la conducta de giro (Patel-Vaidya
y cols., 1985).

Por su parte Stromberg y colaboradores
(1985), reportaron que cuando la medula
adrenal de ratas adultas es transplantada
an pequernios bloques de
aproximadamente un cuarto de la meédula
completa, al interior del estriado
denervado, al término de tres meses
Unicamente sobreviven 127 + 29 células
cromafines. Sin embargo, los mismos
autores reportan que la infusién continua
de NGF al sitio del transplante mediante
minibombas osmédticas logra incrementar
significativamente el numero de células
sobrevivientes a 449 + 103, e incluso
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diferenciarlas cambiando su morfologia y
extendiendo procesos neuriticos. Los
animales asi tratados,conductualmente
manifestaron una notable disminucion de
la conducta de giro.

Este efecto no fue observado en ratas a
las que se les infundid solucién salina, ni
el factor de crecimiento nervioso per se
logro reducir la conducta de giro. Los
autores postulan que dado que el numero
de células sobrevivientes en el tejido
transplantado no varia con el transcurso
del tiempo, posiblemente la mayor pérdida
celular ocurrid durante y directamente
después de la implantacion del tejido
(Stroberg y cols., 1985).

Con respecto a la sobrevivencia a largo
plazo Freed y colaboradores (1986b),
reportaron que cuando la meédula adrenal
de ratas jévenes (4 a 5 semanas de edad)
G de ratas viejas (22 a 24 meses de edad)
es transplantada en suspensién (10 ) al
interior del parénquima del estriado
denervado, al término de 6 meses el
numero total de células cromafines
sobrevivientes fue de tan solo 200 x 88
células dispuestas en acumulos aislados
ya que grandes porciones del transplante
se encontraban ocupadas por tejido
fibroso y macréfagos. Cabe resaltar que el
numero de células transplantadas
sobrevivientes no difirid entre las médulas
jovenes y las viejas, sin embargo
Unicamente los transplantes de médula
adrenal joven fueron capaces de reducir
las deficiencias motoras de los animales
lesionados.  Asimismo, los autores
reportan que en dos animales sacrificados
5 dias postransplante se encontraron 990
y 2940 células sobrevivientes
respectivaments, cantidad
significativamente mayor a la encontrada
seis meses después del transplante.



Mas aun, estos estudios a su vez
evidencian que en aquellos animales en
donde en el tejido transplantado logran
sobrevivir un mayor numero de ceélulas
cromafines (Brundin y cols., 1985a; Freed
y cols, 1986b; Patel-Vaidya y cols., 1985;
Stromberg y cols., 1985), 6 se implanté
una mayor cantidad de tejido adrenal
(Herrera-Marschitz y cols., 1984), se
observé una reduccion mas eficiente de
las deficiencias motoras.

Con base en sus observacionas
Stromberg y colaboradores, sugirieron
que durante la obtencidn y manipulacioén
del tejido a transplantar y directamente
después de su implantacion, ocurren
procesos que afectan directamente la
viabilidad de este tipo de transplantes.
Por otra parte los trabajos de Freed,
sugieren que la maxima muerte celular en
el transplante ocurre en un periodo muy
corto después de implantado el tejido.
Entre los multiples procesos involucrados
en la muerte celular que podrian influir en
la extensa mortalidad de este tipo de
transplantes, destacan las reacciones
quimicas intracelulares mediadas por
radicales libres y el calcio idnico. Los
mecanismos mediante los cuales ambas
moléculas provocan la muerte celular han
sido descritos en la introduccion.

El lograr incrementar la sobrevivencia
del tejido transplantado implica una mejor
integracion  del transplante en el
cerebroreceptor, y posiblemente una
mejor recuperacion de las funciones
perdidas. Este planteamineto cobra
particular  importancia cuando  se
transplanta tejido catecolaminérgico en
pacientes con enfermedad de Parkinson
ya que el volumen del estriado humano es
aproximadamente 200 veces mas grande
que el de la rata (Lindvall, 1991a). La
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diferencia entre el tamario del transplante
y el caudado receptor, implica que el
tejido transplantado requiere de ejercer
sus efectos sobre un volumen cerebral
considerablemente  mayor.  Asi, si
unicamente logra sobrevivir el 5% del
tejido transplantado los efectos benéficos
que el transplante pueda ejercer sobre la
enfermedad, seran considerablemente
escasos.

Mas aun, el analisis histolégico
postmortem del cerebro de algunos
pacientes que han recibido
autotransplante de médula adrenal revela
la pobre viabilidad del tejido implantado
en donde se han detectado pequerios
fragmentos de tejido inmunoreactivo a
cromogranina A (Hurtig y cols., 1989),
algunas células adrenales corticales
(Frank y cols., 1988), implante necroético
con algunos fragmentos inmunoreactivos
a cromogranina A, en las margenes del
transplante (Peterson y cols., 1989), y
necrosis del transplante (Hirsh y cols.,
1990; Jankovic y cols., 1989; Waters vy
cols.,, 1990). Solamente un estudio ha
reportado la presencia de células
cromafines productoras de catecolaminas
en el transplante después de 18 meses,
correlacionado con marcada recuperacion
del paciente (Kordower y cols., 1990a).

En la busqueda de métodos que logren
incrementar la viabilidad del transplante,
se ha reportado que la utilizacién del
factor de crecimiento Nervioso,
sensiblemente aumenta la sobrevivencia
del tejido adrenal transplantado. Las
estrategias donde se involucra al NGF
reportadas son:

- La infusion cronica del factor de
crecimiento nervioso mediante



minibombas osmdticas en el sitio de
transplante (Stromberg y cols., 1985).

- El cotransplante del tejido adrenal con
nervio periférico (Date y cols., 1990a,
1991; Kordower y cols., 1990b; Doering,
1992), gracias a que las células de
Schwann muestran un incremento en la
sintesis del factor de crecimiento nervioso
posterior a la seccidn del nervio
(Heumann y cols., 1987; Taniuchi y cols.,

1986).

- Asimismo, ei cotransplante de la
médula adrenal con celulas C6 de glioma
(productoras del factor de crecimiento
nervioso), también incrementa
significativamente la sobrevivencia del
transplante de tejido adrenal (Bing y cols.,
1990).

Otras estrategias reportadas con el
mismo fin y que no involucran la
presencia de una fuente que suplemente
el factor de crecimiento nervioso, es el
autotransplante de la médula adrenal
enmoncs lesionados con 6-OHDA. La
implantacion del tejido se realizé mediante
pequerios bloques en forma de liston,
manteniendo la integridad del tejido
adrenal en la canula de inyeccion vy
siendo implantados procurando mantener
la integridad del tejido (Dubach y German,
1990). Por otra parte, basados en el poder
angiogénico de la nimodipina Finger y
Dunnett (1989), reportaron que Ila
administracion intragastrica de nimodipina
por catorce dias a las ratas lesionadas
receptoras logrd incrementar
sensiblemente la sobrevivericia del tejido
mecencefdlico implantado. En este caso
los autores argumentan que el incremento
de la sobrevivencia se debid a una rapida
y profusa vascularizacion del tejido nigral
transplantado.
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Modelos experimentales de los
desordenes motores de los ganglios
basales.

Desde que James Parkinson en 1917,
describiera la enfermedad que hoy lleva
su nombre, no se logré contar con un
modelo experimental que emulara las
deficiencias  observadas en  esta
enfermedad, sino hasta el inicio de la
década de los afios 1970. Para ello, fue
necesario que  primeramente  se
estableciera que la pérdida selectiva de
neuronas pigmentadas, principalmente en
la substancia nigra pars compacta
(Tretiakoff, 1919), y el subsecuente
deterioro de la transmisién dopaminérgica
en el cuerpo estriado (Ehringer vy
Hornykiewicz, 1960), son las principales
caracteristicas neuropatolégicas de la
enfermedad.

Con base en ello se intentd, inducir las
mismas caracteristicas clinicas de la
enfermedad en animales mediante
lesiones mecanicas con poco éxito. Las

estrategias de  transplante, como
actualmente son aplicadas en el
parkinsonismo experimental y clinico,

deben mucho a la neurofarmacologia. Los
fundamentales trabajos de Carlsson y
colaboradores en 1957, en donde
reportaron que |a administraciéon de
levodopa podia revertir la hipocinecia
inducida por reserpina en conejos, y que
los efectos conductuales prestanaban una
fuerte correlacion con la sintesis de
dopamina en el estriado, dieron pauta al
desarrollo de multiples investigaciones.

Posteriormente, gracias al
descubrimiento de los efectos
neurotdxicos  ocasionados por |la
6-hidroxidopamina {6-OHDA) (Ungerstedt,
1968) se logré contar con un modelo



experimental mas adecuado de la
enfermedad. La administracion
intracerebral de 6-OHDA destruye de
manera altamente selectiva las neuronas
dopaminérgicas y noradrenérgicas en el
sistema nervioso central (Ungerstedt,
1968; Breese y Taylor, 1970; Bloom,
1971; Hedreen y Chalmers, 1972).
Administrada en la substancia nigra, esta
neurotoxina destruye las neuronas
dopaminérgicas induciendo
consecuentemente hipersensibilidad de
los receptores dopaminérgicos por el
efecto de la denarvacion en el cuerpo
estriado (Ungerstedt, 1971a). Por estas
razones la 6-OHDA se ha convertido en
una de lasherramientas mas utiles en el
estudio de las enfermedades de los
ganglios  basales, como  modelo
experimental del sindrome de deficiencia
de dopamina.

[.a neurotoxina penetra a las terminales
dopaminérgicas y noradrenérgicas a
través del sistema de recaptura de alta
afinidad, lo que le confiere su extrema
selectividad. De hecho los compusestos
que interfieren con el sistema de
recaptura de catecolaminas protegen a
las células de los efectos citotéxicos de la
6-OHDA (Thoenen y Tranzer, 1973,
Kostrzewa y Jacobwitz, 1974). Aunque los
mecanismos mediante los cuales la
6-OHDA ejerce sus efectos no han sido
completamente elucidados, se conoce
que una vez dentro de las terminales, la
6-OHDA se acumula hasta alcanzar
concentraciones criticas neurotoxicas
(Kostrzewa vy Jacobwitz, 1974). La
6-OHDA en el interior celular es
metabolizada por la moncamino oxidasa
liberando el radical hidroxilo, con lo que
se inicia la cadena de eventos toxicos
mediados por radicales libres (Heikkila y
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Cohen, 1971, Saner y Thoenen, 1971,
Graham y cols., 1978).

La 6-OHDA ha sido ampliamente
utilizada para producir la muerte de las
neuronas catecolaminérgicas,
especialmente en la via nigro estriatal,
donde al eliminar las neuronas
dopaminérgicas produce el sindrome
experimental de deficiencia de dopamina.
Este sindrome se manifiesta
conductualmente por deficiencias motoras
estables, bien caracterizadas y facilmente
evaluables. En la rata, la lesion unilateral
completa de la SN¢ por 6-OHDA causa
asimetria de la postura, negligencia
sensorial a los estimulos aplicados en el
lado del cuerpo contrario a la lesion, y
dificultad para iniciar el movimiento en
direccion contralateral a la lesién
(Jungberg y Ungerstedt, 1976).

La caracteristica preeminente y mas
utilizada experimentalmente es |la
asimetria motora o conducta de giro. iLa
conducta de giro puede ser espontanea,
cuando la deplecién de dopamina en el
estriado es mayor del 80%, 6 inducida en
respuesta a la administracion de farmacos
que facilitan la liberacion de dopamina,
como la anfetamina 6 bien a agonistas de
los receptores dopaminérgicos como la
apomorfina, cuando la deplecion de
dopamina es del 20-65% (Fornaguera y
cols., 1993). Estos efectos son
consecuencia de la denervacion unilateral
por la cual los receptores dopaminérgicos
son regulados positivamente como
respuesta compensatoria a la caida de los
niveles de dopamina en el lado ipsilateral
a la lesion, fendmeno denominado
hipersensibilidad por denervacion
(Ungerstedt vy  Arbuthnott, 1970;
Ungerstedt, 1971a,b). Por ello después de
la administracién sistemica de



apomorfina, el animal lesionado girara en
direccion opuesta al lado lesionado, como

respuesta excesiva debida a Ila
estimulacion de los receptores
hipersensitivos, mientras que la

anfetamina producira el giro hacia el lado
lesionado dado que sdlo podra facilitar la
liberacion de dopamina desde el lado
sano.

En los primates la administracion
unilateral de G6-OHDA produceefectos
similares a los observados en la rata
(Crossman y Sambrook, 1978). Mas aun,
estudios clinicos en pacientes con
enfermedad de Parkinson que manifiestan
deficiencias unilaterales, indican que
estos pacientes presentan una tendencia
espontanea a realizar movimientos
unidireccionales Yy desviaciones
asimétricas de la postura (Bracha y cols.,
1987).

Las lesiones bilaterales en la rata se
caracterizan por un estado de profunda
negligencia conductual, acinesia, afagia,
adipsia, postura jorobada y completa falta
de atencidon sensorial (Ungerstedt,
1971¢). La administracion Dbilateral
intranigral de 6-OHDA en los primates
produce un sindrome  conductual
caracterizado por hipocinesia, temblor en
reposo y rigidez muscular (Redmond y
cols., 1973; Kramer y cols., 1981).

Posteriormente, el segundo hallazgo
importante en este campo fue el
descubrimiento e introduccion del 1-metil-
4- fenil- 1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP).
El MPTP fue recientemente descubierto
como un contaminante de un narcotico
substituto en el tratamiento de
heroindmanos. Todas las personas a las
que les fue administrado desarrollaron, a
la postre, un estado parkinsonico
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profundo (Davis y cols., 1979, Langston y
cols., 1983). La administracion sistémica
de MPTP produce la lesion bilateral de la
SNc, manifestandose conductualmente
como bradicinesia persistente, postura
jorobada, rigidez de los miembros,
dificultad para iniciar movimientos vy
temblor en reposo (Burns y cols., 1983).

Experimentalmente la gran ventaja del
descubrimiento de esta neurotoxina, es
que  exclusivamente  destruye las
neuronas dopaminérgicas de la SNc con
gran selectividad. Por ello,
inmediatamente se comenzé a utilizar
extensivamente como modelo
experimental del sindrome de deficiencia
de dopamina (Davis y cols., 1979; Burns y
cols., 1983; Langston y cols., 1984
Heikkila y cols.,, 1985; Forno y cols,,
1986). La neurotoxicidad del MPTP varia
considerablemente  entre especies,
afectando sensiblemente a los primates
tratados sistémicamente, en donde
ademas de la muerte celular bilateral en
la SNc y los severos trastornos motores,
provoca un notable aumento en la
densidad de receptores dopaminérgicos
estriatales (Hantraye y cols., 1986). Sin
embargo, es incapaz de afectar a los
roedores excepto la cepa C57 Bl de ratén
(Davis y cols., 1979; Burns y cols., 1983;
Boyce y cols., 1984; Langston y cols.,
1984; Heikkila y cols., 1984; Hallman vy
cols., 1985),

La via de accion del MPTP es parecida
al de fa 6-OHDA en el sentido de que
penetra a las terminales dopaminérgicas
a través del sistema de racaptura de
dopamina de alta afinidad con la misma
afinidad que [a dopamina (Chiva y cols.,
1985; Javitch y cols., 1985). Varias
transformaciones bioguimicas  que
involucran a |la monoamino oxidasa,



deben suscitarse hasta convertir el MPTP
en MPP" (Chiva y cols.,, 1984, 1985;
Salach y cols., 1984; Heikkila y cols.,
1985), siendo el MPP' y no el MPTP el
que es internalizado en lasterminales
dopaminérgicas (Chiva y cols., 1985;
Javitch y cols,, 1985). Los eventos
citotoxicos inducidos por el MPTP no son
ain completamente esclarecidos, sin
embargo nuevamente se postula la
participacion de radicales libres (Langston
y cols., 1987). Las evidencias existentes
apuntan hacia la inhibicidon de la funcién
mitocondrial, afectiindo el complejo | de la
cadena respiratoria, lo que podria ser de
graves consecuencias para la generacion
de energia celular. Esta alteracion
posiblemente es producto de la
peroxidacién de la membrana mitocondrial
mediante la participacion de radicales
libres (Gerlach y cols., 1991; Cleeter y
cols., 1992; Beal y cols., 1993).

Transplantes cerebrales en los
modelos experimentales de los
desdrdenes motores de los ganglios
basales.

No fue sino hasta que los modelos
experimentales del sindrome  de
deficiencia de dopamina & modelo
experimental de la enfermedad de
Parkinson y que los métodos para el
transplante de tejido nervioso, fueron
completamente desarrollados, que en la
literatura  aparecieron los  reportes
pioneros sobre la recuperacién de las
funciones inducida mediante transplantes
cerebrales. Utilizando rztas lesionadas
unilateralmente con 6-OHDA en la via
nigroestriatal, el grupo de Perlow reporté
en 1979, que el transplante del
mesencéfalo ventral fetal al ventriculo
lateral ipsilateral a la lesion, logré reducir
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significativamente la conducta de giro
espontanea e inducida en las ratas
transplantadas. Esta observacion fue
confirmada meses despueés por Bjorklund
y Stenevi (1979), utilizando el mismo
modelo pero colocando el transplante en
una cavidad preformada sobre el caudado
denervado.

Estos trabajos abrieron la posibilidad de
inducir la recuperacién de una funcién
perdida experimentaimente mediante el
transplante del tejido nervioso adecuado.
Asimismo, los estudios subsecuentes
demostraron mediante técnicas de
histofluorescencia que algunas de las
neuronas dopaminérgicas transplantadas
en blogue o en suspension scbreviven y
son capaces de extender procasos hacia
el estriado denervado (Perlow y cols,,
1979; Bjorklund y Stenevi, 1979; Dunnett
y cols.,, 1981a,b, 1983b). La importancia
de la presencia permanente del tejido
transplantado en el cerebro receptor para
que persistan los efectos conductuales
fue demostrada cuando la conducta de
giro inducida por anfetamina previa al
transplante fue reinstalada mediante la
extraccion quirtrgica del tejido
transplantado (Bjorklund y cols., 1980a).

Se ha demostrado que en este modelo
experimental, el sitio de colocacion del
transplante juega un papel importante en
la reduccion de las diversas deficiencias
inducidas por la lesién de la via nigro
estriatal. Cuando el transplante de células
dopaminérgicas  mesencefalicas es
colocado como bloque en una cavidad
cortical en la proximidad del estriado
dorsomedial y en el ventriculo lateral se
observa una notable reduccion de la
asimetriamotora; sin embargo estos
transplantes tienen poco o ningln efecto
sobre la negligencia sensorial (Bjorkiund y



cols., 1980a; Dunnett y cols., 1981a). De
forma contraria, la negligencia sensorial
puede ser eficientemente reducida
cuando el tejido ftransplantado es
colocado en la proximidad del estriado
lateral en animales con lesion bilateral
(Dunnett y cols., 1983a). Mas aun, la
acinecia presente en animales con lesion
bilateral se ve reducida Uunicamente
cuando el tejido transplantado logra
reinervar el nucleo accumbens (Dunnet y
cols., 1983a; Nadaud y cols., 1984). A |a
fecha las uUnicas deficiencias que los
transplantes de c3lulas dopaminérgicas
en bloque o0 en suspension, no han
podido aliviar son la afagia y la adipsia
inducida por la lesion bilateral con
6-OHDA (Bjorkilund y cols.,, 1980a,
Dunnett y cols., 1981b, 1983a).

Poco después de la demostracidon de los
efectos funcionales del transplante de
células dopaminérgicas mesencefalicas,
en el modelo de lesiéon de la via nigro
estriatal, la posibilidad de transplantar
otros tejidos productores de dopamina en
este modelo fue rapidamente explorada,
motivada por los aspectos éticos, legales
y sanitarios proyectados por la utilizacion
de tejido fetal. Primeramente se reportd

que los transplantes de células
cromafines de la meédula adrenal al
ventriculo lateral y posteriormente al

parénquima estriatal, logran sobrevivir y
reducir las deficiencias motoras inducidas
por 6-OHDA y MPTP tanto en ratas como
en primates (Perlow y cols., 1880; Freed
1981, 1983a,b, 1985; Herrera-Marschitz y
cols., 1984; WMorisha y cols., 1984,
Patel-Vaidya y cols., 1985; Stromberg y
cols., 1984, 1985, Bohn y cols., 1987;
Ridley y Beker, 1991, Taylor y cols.,
1991). Posteriormente fue reportado el
efecto del transplante de células
dopaminérgicas entre especies (Perlow y
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cols., 1980; Brundin y cols., 1985b; Kamo
y cols., 1986, 1987; Stromberg y cols.,
1986, Shimizu y cols., 1990), seguidas por
las ceélulas PC12 de feocromocitoma y
neuroblastoma (Hefti y cols., 1985;
Jaeger, 1985, Freed y cols., 19863,
Manaster y cols., 1992), las células de
ganglios simpaticos (Kamo y cols., 1986)
y el transplante de células encapsuladas
(ver Aebischer y cols., 1991).

De esta forma, el transplante del
mesencéfalo ventral y de médula adrenal,
se han convertido en los dos tipos de
tejido  mas  utilizados para  ser
tfransplantados en el modelo de
deficiencia de dopamina. Estos estudios
culminaron con los primeros intentos por
transplantar la médula adrenal y el
mesenceéfalo fetal a pacientes afectados
por la enfermedad de Parkinson
(Backlund y cols., 1985; Lindvall y cols.,
1987; Madrazo y cols.,, 1987), reportes
que por su parte dieron inicio una prolifica
etapa de investigacién clinica en donde
se han transplantado mas de 350
pacientes (Drucker-Colin y cols., 1588;
Jiao y cols., 1988: Lieberman y cols.,
1988, McRag-Deguerce y cols.,, 1988;
Molina y cols., 1988; Olanow y cols.,
1988; Tanner y cols., 1988; Allen y cols.,
1989; Goetz y cols., 1989; Ko y cols.,
1989; Micali y cols.,, 1989; Stoddard y
cols.,, 1989a,b; Bakay y cols., 1990a,b;
Ahlskog, 1990; Carvey y cols., 1990; Choy
y cols., 1990; Chung y cols., 1990; Garcia
Flores y cols., 1990; Gildelberg y cols.,
1990, Hitchcock y cols., 1990; Joyce y
Hurting, 1990, Lopez-Lozano y cals., 1990,
1991, 1992; Machado-Salas y cols., 1990;
Olanow y cois., 1890; Pezzoli y cols.,
1990; Schvarcz y cols., 1990; Cederbaum
y Olanow, 1991, Faragj y cols., 1991; Forno
y Langston, 1991; Freeman y cols., 1991;
Goetz y cols.,, 1991, Madrazo y cols,,



1980b, 1991b; Rafael y cols.,, 1991:
Shults y cols., 1991, Velasco y cols.,
1991; Widner y cols., 1991, 1992; Cesaro
y Peschanski, 1992; Freed y cals,
1992a,b; lacono y cols., 1992; Lindvall y
cols., 1992; Sawle y cols., 1992; Spencer
y cols.,, 1992; Stellar, 1992; Waters y
cols., 1992; Freed y cols., 1993; Nishino,
1993; Olanow, 1993).

Aspectos bioquimicos.

Una condicidon iimitante para que este
procedimiento experimental logre inducir
la recuperacion funcional de la conducta
motora, es que los transplantes de células
dopaminérgicas deben ser colocados en
contacto con el estriado denervado. La
necesidad de la proximidad del
transplante con el estriado receptor, se
debe a la pobre reinervacion desde el
implante hacia el cerebro receptor. Mas
aun, las estimaciones que inicialmente
fueron realizadas sobre la reinervacion
dopaminérgica del cerebro receptor
utilizando la técnica de histoquimica de
Flack-Hillarp, deben ser reconsideradas
ante la aparicion de reportes que indican
la imprecision de los datos obtenidos con
esta técnica (Henschen y Goldstein, 1990;
Sorensen y cols., 1992).

Con base en las estimaciones del
contenido de dopamina y sus metabolitos,
se ha postulado que los cambios
conductuales observados en los animales
transplantados, son debidos a la difusion
de dopamina liberada desde el tejido
transplantado el cual funcionaria como
una minibomba bioldgica, liberando el
neurotransmisor que activa los receptores
hipersensitivos en el estriado denervado
(Freed y cols., 1980, 1981, 1983b, 1985;
Lescaudron y Stein, 1990; Bjorklund,
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1991; Lindvall, 1991a,b), sin necesidad de
reconstruir los circuitos neurales dafados.
Sin embargo recientemente se reportd
que los transplantes de sustancia nigra y
médula adrenal fetal colocados en el
ventriculo  contralateral al caudado
denervado logran igualmente reducir la
conducta de giro inducida por apomorfina
(Mendoza-Ramirez y cols., 1991).

Diversos estudios bioquimicos muestran
que los transplantes de sustancia nigra en
bloque 0 en suspensidn que, logran
reducir las deficiencias motoras vy
extienden procesos neuriticos hacia el
estriado denervado, mantienen niveles
metabdlicos similares a los observados en
la SNc in situ, como lo revela el consumo
de ™“C-2-Deoxi-D-glucosa medido por
autorradiografia (Schmidt y cols., 1982,

1983). Mediante la deteccion de
dopamina y sus metabolitos por
cromatografia liquida de alta presidon

(HPLC) se ha establecido que el tejido
transplantado ya sea mesencefalico o
adrenal, es capaz de sintetizar y liberar
dopamina (Freed y cols.,, 1980, 1981,
1983b,1985; Schmidt y cols., 1982, 1983;
Stromberg y cols., 1984; Zetterstrom y
cols., 1986). Mas aun, se ha demostrado
que los transplantes de sustancia nigra en
bloque liberan dopamina en respuesta a
la depolarizacion  inducida por
concentraciones altas de potasio (Hoffer y
cols., 1985; Rose y cols., 1985).

Recientemente Becker y colaboradores
(1988, 1990ab) y Takashima vy
colaboradores (1992), empleando Ia
técnica de HPLC confirmaron la sintesis y
liberacion de dopamina, reportando que
existe un incremento en la concentracion
del neurotransmisor y sus metabolitos en
el liquido cefalorraquideo y suero
sanguineo pero no en el caudado



denervado de los animales
transplantados. Por ello sugirieron que el
torrente sanguineo es el vehiculo
mediante el cual la dopamina puede viajar
hacia en estriado denervado; sin embargo
esta observacion no ha sido confirmada.

La observacion general es que los
transplantes de meédula adrenal vy
sustancia nigra no solo sintetizan sino
liberan sus neurotransmisores incluyendo
dopamina, hasta niveles en algunos casos
cercanos al 80% de su contenido normal,
por lo que los riveles de recambio y
liberacion de dopamina son muy cercaros
a los normales (Schmidt y cols., 1982;
Freed y cols., 1983a; Stromberg y cols.,
1984, Zetterstrom y cols., 1986). Estas
observaciones son igualmente aplicables
en humanos que recibieron el
autotransplante de médula adrenal, en
donde después de la cirugia, existe un
incremento significativo en los niveles de
dopamina en el liquido cefalorraquideo.
Ante la administracion de levodopa, los
niveles de dopamina en el liquido
cefalorragideo se incrementan en factor
de cuatro (Faraj y cols., 1991), por lo que
ha sido propuesto que el tejido
transplantado, contiene dopa
decarboxilasa y sitios de almacenamiento
de dopamina, que puede ser liberada
reduciendo los sintomas de la enfermedad
(Melamed, 1988).

Estas  observaciones  son
particularmente importantes cuando se
utilizan transplantes de médula adrenal,
dada su escasa facullad para reinervar el
cerebro huésped. Reafirmando estas
observaciones, ha sido estublecido que la
infusion directa de dopamina al estriado
denervado a través de minibombas
osmobticas reduce la conducta de giro
inducida por apomorfina de manera
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semejante a los transplantes de médula
adrenal (Strombreg y cols.,, 1985;
Hargraves y Freed, 1986).

l.a hipersensibilidad por denervacion de
los receptores dopaminérgicos estriatales
por la lesion unilateral de la via
nigro-estriatal por 6-OHDA 6 MPTP, se
evidencia por el incremento en el ligado
de agonistas dopaminérgicos detectados
por autorradiografia (Creese y cols., 1977,
Creese y Snyder, 1979). La capacidad de
los transplantes del mesencéfalo ventral
para normalizar la hipersensibilidad de los
receptores parece ser limitada ya que solo
se logra apreciar un efecto en la vecindad
del transplante en ratas (Freed y cols.,
1983b) y humanos afectados por la
enfermedad de Parkinson con
autotransplante de médula adrenal (Ko y
cols., 1989; Joyce y Huiting, 1990).
Aunqgue la secrecion de dopamina desde
las células cromafines transplantadas
parece ser baja (Decombe y cols., 1990),
sus efectos sobre los receptores
hipersensibles son similares a los
obtenidos mediante la infusion crénica de
dopamina en el estriado denervado
(Olson y cols., 1985; Hargraves y Freed,
1986).

Aspectos electrofisiolégicos y
morfolégicos.

Los registros electrofisioldgicos han
permitido establecer que los transplantes
intraventriculares de sustancia nigra
contienen neuronas con un patrén de
disparo semejante al observado en las
neuronas dopaminérgicas de la SNc in
situ (Wuerthele y cols.,. 1984). Mas aun,
las neuronas transplantadas identificadas
por activacion antidrémica, responden a la
estimulacidon en diversas estructuras del



cerebro receptor como el estriado, la
corteza prefrontal, el locus coeruleus y el
nucleo dorsal del rafe (Arbuthnott y cols.,
1985). Estos datos apuntan hacia la
posible regulacion del tejido transplantado
por parte del cerebro receptor, aspecto
clave en la posible reconstruccion de
circuitos neuronales mediante el implante
de tejido nervioso. Sin embargo existen
reportes contradictorios sobre si el
cerebro receptor es capaz de reinervar 0
no el tejido transplantado vy
consecuentemente regular la funcion
dopaminergica.

Freund y colaboradores (1985) vy
Mahalik y  colaboradores  (1985)
independientemente, reportaron mediante
estudios ultraestructurales, que el tejido
mesencefalico transplantado a una
cavidad cortical sobre el caudado
denervado, extiende procesos dirigidos
preferencialmente hacia el caudado del
cerebro receptor estableciendo contactos
sinapticos morfolégicamente funcionales.
A pesar de ello, al inyectar trazadores
retrogrados como la peroxidasa de raiz
fuerte en el transplante, fueron incapaces
de observar marcaje celular en el
estriado, globo palido y rafe del cerebro
receptor, lo cual implica que el
crecimiento de neuritas desde el
transplante es sumamente limitado.

La ausencia de marcaje en estas areas
contradice directamente los resultados de
Arbuthnott y colaboradores, v argumenta
en contra de [a posible inervacion
reciproca. Esto sugiere cue el tejido
transplantado podria funcionar sin la
regulacion o influencia del cerebro
receptor. Sin  embargo, Bolam vy
colaboradores (1987), reportaron la
presencia de  botones  sinapticos
inmunoreactivos a substancia Py
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glutamato decarboxilasa en el interior del
tejido transplantado, sugiriendo que
podrian ser aferentes de las neuronas
espinosas medianas del receptor.
Desafortunadamente los autores no
pudieron establecer si estas terminales se
originaban de cuerpos celulares en el
interior o el exterior del transplante.

De forma similar, se ha demostrado la
aposicion de neuronas dopaminérgicas
transplantadas con neuronas estriatales
(Nishino ycols., 1986Ga), y aferentes
corticales utilizando trazadores
anterogrados como |a leucoaglutinina de
frijol inyectada en la corteza anteromedial
(Doucet y cols.,, 1989). Asi, algunas
investigaciones sugieren que el tejido
transplantado no se encuentra
completamente aislado en el cerebro
receptor. Si las neuronas del cerebro
receptor son capaces de inervar y regular
la actividad dopaminérgica del
transplante, entonces la manipulacion
farmacolégica de las neuronas del
receptor debe alterar la funcion del
transplante como las aferentes nigrales
son capaces de modular la actividad del
cerebro normal.

En este sentido ha sido demostrado que

la administracibn de  haloperidol,
antagonista de los receptores
dopaminérgicos en animales con

transplantes mesencefalicos, incrementa
el recambio de dopamina en el tejido
transplantado (Meloni y cols.,, 1988),
sugiriendo la existencia de mecanismos
de retroalimentacion entre el estriado
receptor y el transplante. Sin embargo, el
incremento del recambio de dopamina
observado podria no estar relacionado a
eventos farmacoldgicos en el cerebro
receptor, siendo posible el que fuese
consecuencia de a) el bloqueo de los



autorreceptores de las células
dopaminérgicas transplantadas ¢ b)
circuitos locales dentro del transplante
que regulen la actividad de ia dopamina y
que son sensibles a agonistas vy
antagonistas dopaminérgicos. l.as
evidencias en favor de la inervacion y
regulacion del transplante desde el
cerebro receptor no son concluyentes
hasta el momento.

L.a falta de regulacidon verificable desde
el cerebro receptor hacia el transplante,
sugiere que las ncuronas dopaminérgicas
transplantadas  pueden no  estar
recibiendo la senal adecuada que induzca
la liberacidon de dopamina hacia el
estriado denervado, siendo que |la
dopamina del transpiante alcanzaria el
estriado denervado pasivamente.
Experimentalmente seria posible resolver
este problema, si al transplantar neurcnas
dopaminérgicas se cotransplantan con
neuronas excitatorias (colinérgicas), lo
que promoveria la continua estimulacion
de la liberacion de dopamina de los
cotransplantes.

En otros modelos experimentales como
el transplante de suspensiones celulares,
obtenidas del cerebelo de ratas sanas a
ratas mutantes con degeneracion de las
células de Purkinje, se ha reportado que
las células transplantadas por un
mecanismo aun desconocido logran
migrar y diferenciarse en la corteza
cerebelosa. Estas neuronas
transplantadas migran a los dominios
adecuados e inducen la formacion de
neuritas en  poblaciones  celulares
especificas del cerebro  receptor,
integrandose sinapticamente en la corteza
cerebelosa. Sin embargo el
restablecimiento de las conexiones
cortico-nucleares es rara (Sotelo vy
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Alvarado- Mallart, 1987, 1991).
Observaciones semejantes no han sido
realizadas en el modelo experimental del
sindrome de deficiencia de dopamina.

En su elegante estudio Xu, Wilson y
Emson (1991), demostraron a través del
registro intracelular in vivo, que las
célulasestriatales fetales transplantadas
al estriado de ratas lesionadas, aunque
citolégicamente pueden ser
caracterizadas como neuronas espinosas,
sus  propiedades  electrofisiologicas
difieren de las células espinosas del
cerebro receptor. Los autores
demostraron que ante la estimulacion del
talamo y la corteza del cerebro receptor,
fue  posible registrar  potenciales
excitatorios e inhibitorios en las células
transplantadas, indicando la reinervacion
del transplante. Sin embargo, Ias
respuestas a largo plazo de las células
transplantadas, fueron sustancialmente
reducidas, indicando un numero reducido
de contactos sinapticos y la falla de
convergencia de impulsos desde las
estructuras que normalmente inervan
estas celulas. Estos estudios sugieren
que aunque el tejido transplantado pueda
mantener sus caracteristicas citolégicas y
ser inervado por el tejido receptor, su
capacidad funcional es limitada y que la
accion que el cerebro receptor puede
ejercer sobre el tejido tranplantado es
también funcionalmente limitada.

Interacciones troficas.

Con base en los efectos que la adicion
de factores troficos tiene sobre los
cultivos celulares (para revisidn ver Crain,
1987), recientemente se ha propuesto que
en la recuperacion funcional de algunas
deficiencias experimentales se ven



involucradas influencias troficas entre sl
tejido transplantado y el cerebro receptor.
Aunque los mecanismos de las citadas
influencias tréficas no han sido en la
mayoria de los casos esclarecida, se ha
sugerido que estas estén mediadas a
través de la posible participacién de
factores troficos. Se ha logrado identificar
que las influencias tréficas son reciprocas
entre el cerebro receptor y el tejido
transplantado, interactuando de tal forma
que la lesion del cerebro receptor y el
tiempo de implantacion del transplante
puede condicionai la sobrevivencia y
emision de neuritas del tejido
transplantado  (para  revision  ver
Nieto-Sampedro y cols., 1987). En este
proceso parece intervenir la
reorganizacion de las moléculas de
reconocimiento celular 1.1 y N-CAM en el
cerebro receptor (Poltorak y cols., 1993).

Entre los modelos experimentales en ios
que se propone que la recuperacion
funcional esté mediada por la accién de
factores troficos se encuentra el
transplante de células serotoninérgicas al
hipocampo de ratas adultas lesionadas
(Zhou y cols., 1987) y ratas vigjas
(Azmitia, 1987, Steinbusch y cols., 1987),
el transplante de células colinérgicas
septales al hipocampo de ratas adultas y
viejas con lesion de la fimbria-fornix
(Bjorklund y Gage, 1987; Wets y cols.,
1991), el transplante de corteza visual
fetal a la corteza visual adulta lesionada
en la restitucion de la via geniculo-cortical
(Cunningham y cols.,, 1987), Ia
reorganizacion del cuerpo calloso por
transplantes de astrocitos en ratones
postnatales y adultos con callotomia
(Smith y cols., 1987) y la reorganizacion
de la corteza cerebelosa por transplantes
decerebelo fetal (Cedilla y Alvarado-
Mallart, 1987, 1991).
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En el modelo del sindrome de
deficiencia de dopamina, cuando se
evaluan los posibles mecanismos de
accion mediante los cuales el tgjido
transplantado logra la recuperacion del
sistema  dopaminérgico, se debe
interpretar cuidadosamente hasta qué
grado la recuperacion puede ser atribuida
al transplante en si 6 tal vez a la
plasticidad del cerebro receptor. Dado
que a) el tejido transplantado muestra una
gscasa capacidad para reinervar el
cerebro receptor, b) que los mecanismos
de liberacion y difusiébn de dopamina
desde el transplante no han sido auln
esclarecidos y ¢) la falta de reduccién de
la hipersensibilidad de los receptores
dopaminérgicos en el estriado denervado,
la posible participacion de influencias
troficas en la reduccidn de las deficiencias
motoras, ha sido recientemente postulada.

Algunos estudios sugieren que los
transplantes de la sustancia nigra o de la
meédula adrenal fetal pueden ejercer
influencias tréficas sobre el cerebro
lesionado. Al respecto se ha reportado
que el transplante intraestriatal de médula
adrenal induce un incremento de la
imnunofluorescencia a tirosina hidroxilasa
(TH) en la vecindad del tejido
transplantado, a pesar de que en el
transplante no se lograron identificar
células inmunoreactivas a TH vy
morfoldgicamente se evidenciaba la pobre
sobrevivencia del transplante en ratones
(Bohn y cols., 1987) y primates (Fiandaca
y cols,, 1988, Hansen y cols., 1988)
tratados sistémicamente con MPTP. Este
fenomeno fue observado unicamente en
el estriado transplantado y no en el
estriado contralateral por lo que la
aparicion de fibras inmunorreactivas en la
vecindad del transplante dificiimente se
puede deber a una recuperacion



espontanea como la reportada por Corsini
(1985) o inducida por la administracion de
ganglidsidos GM1 (Date y cols., 1989).
Cabe resaltar que en los ratones viejos
tratados con MPTP, la recuperacién de
las fibras dopaminérgicas estriatales
inducida por el transplante de la médula
adrenal es limitada (Date y cols., 1990b).

Estos estudios sugieren que
posiblemente la médula adrenal
transplantada puede ejercer un efecto
trofico sobre las neuronas de la SN¢ que
sobreviven al efecto de la lesidn,
induciendo la formacidon de nuevas
neuritas que en estos casos rodean al
transplante. Mas aun, resultados similares
en los que se observa un halo de fibras
inmunorrectivas a TH rodeando el tejido
transplantado  necrético, han  sido
reportados en un paciente humano
afectado por la enfermedad de Parkinson,
al gue se le practicd el autotransplante de
meédula adrenal y mostré una notable y
persistente disminucion de los sintomas
de la enfermedad (Kordower y cols.,
1980). En otro paciente el cual fue
sometido al mismo procedimiento, la
mejoria de los sintomas se observd sdlo
durante dos semanas, y los resuitados de
la autopsia realizada cuatro meses
después del autotransplante, no revelaron
un halo de fibras rodeando al tejido
adrenal, que se encontraba en proceso de
necrosis (Peterson y cols., 1989).

Por otra parte Pezzoli y colaboradores
(1988), reportaron que el transplante de
tejido adiposo en combinacion con la
infusién intracerebral de NGF logran
reducir la conducta de giro tan
eficientemente como el transplante de
médula adrenal en ratas viejas con lesidon
unilateral de la via nigroestriatal. Sin
embargo la infusion de NGF per se, no es
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capaz de reducir la conducta de giro en
ratas aduitas (Strombreg y cols., 1985;
Olson y cols., 1985). Estos resultados
sugieren que posiblemente la
implantacion quirurgica del tejido puede
resultar en la destruccion de areas
aledanas del estriado circundante
liberando asi factores que promuevan
tanto la sobrevivencia del tejido
transplantado (Nieto-Sampedro y cols,,
1987, Freed y Cannon-Spoor, 1989),
como la respuesta plastica del cerebro
receptor (Fiandaca y cols., 1988).

Al respecto existen reportes en los que se
argumenta que la sintomatologia de la
enfermedad de Parkinson puede ser
parcialmente revertida por la lesidn de
porciones del nucleo caudado (Meyers,
1951, Spiegel y cols., 1952).

El reporte de la existencia de un factor
purificado a partir de la glandula adrenal
de la rata, la cual selectiva vy
eficientemente induce la liberacidn de
dopamina (Chang y Ramirez, 1988),
podria a su vez participar en la reduccion
de las deficiencias motoras en ratas con
transplantes de médula adrenal.

Transplantes cerebrales al cerebro
envejecido.

El transplante de tejido nervioso al
cerebro envejecido ha sido escasamente
explorado, por lo que la mayoria de la
informacion concerniente a los efectos
funcionales inducidos por el tejido
transplantado proviene de modelos
experimentales en animales jovenes o
adultos. Comunmente el paradigma
convencional para el desarrollo de
modelos experimentales de enfermedades
neurodegenerativas ha sido el estudiar en
animales jovenes, las consecuencias



la lesion selectiva de
areas cerebrales que se conoce
clinicamente estan involucradas en la
manifestacion de la enfermedad, como la
lesion  del  sistema  dopaminérgico
nigro-estriatal.

conductuales de

Esta aproximacion tiene como objetivo
la identificacion de los mecanismos
fisiolégicos y los sistemas de
neurotransmision necesarios para el
funcionamiento  normal, asi como
especificamente anormal del sistema
nervioso. Estos modelos por lesion
requieren de hipdtesis particularmente

especificas  concernientes a  las
estructuras y sistemas de
neurotransmision responsables de los
sintomas observados, . siendo

desventajosos al obviar la complejidad del
proceso de envejecimiento en relacion
con la enfermedad. Por ejemplo el modelo
experimental del sindrome de deficiencia
de dopamina se basa en lesiones
unilaterales, mientras que en Ila
enfermedad de Parkinson |a degeneracion
de la via nigroestriatal es evidentemente
bilateral. La alternativa experimental para
el estudio de las deficiencias motoras
producto de la degeneracionnatural del
sistema nervioso es la utilizacién de
animales viejos como modelo de estudio
(ver Campbell y cols., 1980, 1984; Dean y
cols,, 1981; Ingram y Brennam, 1984,
Joseph y cols., 1978, 1983; Marshall y
Berrios, 1979; Marshall, 1982, 1983).

Como en el humano, las ratas viejas
desarrollan deficiencias conductuales que
dependiendo. del paradigma experimental
utilizado pueden ser bastante especifica y
profundas. Particularmente, se ha
adoptado el severo decremento de las
capacidad motora dependiente de Ia
edad, como modelo experimental de los
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desérdenes extrapiramidales. Sin
embargo  actualmente no  existen
evidencias que apoyen el que los

animales viejos desarrollen enfermedades
neurodegenerativas homologas a las
observadas en el humano. A pesar de

ello, las deficiencias evaluadas y su
correlacion  con las  alteraciones
fisioldgicas son lo  suficientemente

similares para que sean interesantes en
perspectiva de las alteraciones que
ocurren en el envejecimiento humano.

Los transplantes al cerebro han sido
recientemente introducidos como una
nueva herramienta experimental para el
estudio de la recuperacion funcional en
cerebros dafnados por el envejecimiento.
En los animales viejos, el transplante de
poblaciones neuronales definidas
colocadas en areas discretas del cerebro
receptor podria entonces ser
potencialmente util en la identificaciéon de
los sistemas neuroquimicos y circuitos
neuroanatdmicos asociados con las
diversos componentes de las deficiencias
conductuales observadas por efecto del
envejecimiento.

Los reportes iniciales en los que se
transplantd tejido nervioso al cerebro
envejecido, mostraron que a pesar de los
procesos neurodegenerativos que afectan
al cerebro receptor, el tejido transplantado
logra sobrevivir y revertir parcialmente
algunas deficiencias asociadas al
envejecimiento. Sin embargo evidencias
recientes sugieren que la edad del
receptor afecta considerablemente |la
sobrevivencia e integracion del implante
(ver Eriksdotter-Nilsson y Olson, 1989).
De acuerdo con el procedimiento
experimental  utilizado, el andlisis
morfoldgico del tejido transplantado
muestra distintas caracteristicas. Los



transplantes de  neuronas fetales
hipotalamicas (Sladek y cols.,, 1982;
Matsumoto y cols., 1984, 1987; Rogers y
cols., 1984, Huang y cols., 1987; Huang,
1988), asi como del locus coeruleus
(Sladek y cols., 1984) implantados como
bloque de tejido en el tercer ventriculo
logran sobrevivir sin que aparentemente
existan diferencias entre los transplantes
en animales jovenes y viejos.

I=n otro modelo experimental, las células
serotoninérgicas del rafe fetal implantadas
como acumulos celulares dentro del
hipocampo envejecido, logran sobrevivir y
extender procesos hacia el hipocampo
receptor respetando la organizacion
laminar tanto en animales aduitos como
viejos; sin embargo la densidad de la
inervacion es mucho mayor en el cerebro
joven que en el cerebro viejo (Azmitia y
cols., 1981). Después de 10 semanas de
implantado,los transplantes de rafe son
capaces de restituir hasta en un 80% los
niveles de serotonina liberada
dependiente de Ca™, estimulada por K'
en el hipocampo denervado de ratas
viejas (Steirbusch y cols., 1987). En este
mismo modelo se ha reportado que en el
largo plazo las células serotoninérgicas,
aunque presentes en el transplante, no
mantienen su viabilidad ya que la
recaptura de serotonina de los animales
viejos transplantados disminuye hasta los
niveles pretransplante después de tres
meses (Azmitia, 1987).

También se reporté que |a capacidad de
las neuronas serotoninérgicas
transplantadas para emitir neuritas a
través de un tracto de laminina colocado
por encima del transplante es sumamente
reducida en los animales Vvigjos
(Garcia-Hernandez y cols., 1989). De
igual forma, ha sido reportado que los
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transplantes de células en suspension del
mesencéfalo ventral y del septum al
interior del estriado e hipocampo logran
sobrevivir en el cerebro adulto hasta por
periodos de 3 a 4 meses; sin embargo el
crecimiento de fibras desde |los
transplantes fue menor al observado en
ratas jovenes lesionadas con el mismo
tipo de transplantes (Gage y cols.,
1983a). Estos estudios en conjunto
sugieren que en el cerebro envejecido
puede existir un medio ambiente mas
desfavorable para el crecimiento e
integracion del tejido transplantado que
en el cerebro receptor adulto, por lo que
al realizarse transplantes en el cerebro
envejecido se debe considerar
cuidadosamente |la sobrevivencia e
integracion funcional del tejido implantado
en el cerebro receptor.

A largo plazo, el transplante de corteza
entorrinal fetal a ratas adultas logra
sobrevivir hasta por dos afnos después de
implantado, mostrando caracteristicas
morfolégicas similares a las observadas
en los transplantes a corto plazo en el
cerebro adulto, e incluso tanto el
transplante como la corteza receptora
circundante se mantuvo un patrén de
tincion a acetil colinesterasa caracteristico
de las etapas tempranas postnatales
(Russel y cols., 1990).

Contrastando con este reporte, otras
evidencias senalan que el tejido
transplantado muestra los mismos signos
de envejecimiento, que el tejido nervioso
receptor. En este sentido se reportd que
después de un ano, los transplantes de
substancia nigra fetal al ventriculo lateral
en 80% de los casos, se desarrollaron
aislados o parcialmente integrados al
cerebro receptor. Al sacrificar a los
animales transplantados en diferentes



etapas, se comprobd que el crecimiento y
desarrollo de las células transplantadas
fue comparable al desarrollo de la SNc¢ in
situ en ratas de las mismas edades, soélo
hasta los 150 dias postransplante. A partir
de entonces las células transplantadas
mostraron sintomas de envejecimiento
como engrosamiento del soma y las
dendritas, espacios claros, vacuolas,
incremento de lisosomas en el citoplasma,
disminucion del reticulo endoplasmico y
depdsitos de lipofuscina. Acompanando a
estas alteraciones, se encontré una
reduccion en el numero de células
inmunoreactivas a TH y el volumendel
transplante comenzo a ser ocupado por
elementos gliales (Shetty y cols., 1991;
Gopinath y cols., 1991).

Resultados similares fueron reportados
por Gerhardt y colaboradores (1991), en
donde después de 24-28 meses
postransplante, los implantes de locus
coeruleus fetal a la camara anterior del
0jo, mostraron signos de degeneracion
celular y una marcada disminucion en la
liberacion de norepinefrina inducida por
potasio.

En cuanto a la recuperacion funcional
inducida por el tejido transplantado en
animales viejos se ha reportado que los
transplantes colinérgicos obtenidcs de la
banda diagonal septal fetal, colocados en
el hipocampo de ratas viejas intactas, son
capaces de mejorar el desempefio de los
animales transplantados en tareas de
memoria espacial en varios paradigmas
experimentales (Gage y cols, 1984a,b;
Gage y Bjorkund, 1986; Bjoixlund y Gage,
1987; Schenk y cols., 199C). De la misma
manera, se ha reportado que los
transplantes que contienen el hipotalamo
basal colocados en el tercer ventriculo de
ratas viejas de ambos sexos, son capaces
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de restaurar la funcién sexual mediante el
incremento de la funcién neuroendocrina
del eje hipotalamo-hipofisiario e incluso
afectan el aparato reproductor de los
animales transplantados (Matsumoto y
cols., 1984, 1987; Rogers y cols., 1984;
Huang y cols.,, 1987, 1988). También se
ha reportado que las deficiencias
conductuales relacionadas con
deficiencias dependientes de la edad
sobre la inervacion noradrenérgica logran
ser reducidas por el transplante de locus
coeruleus fetal al tercer ventriculo de
ratas viejas (Collier y cols., 1987).

Por lo que respecta al transplante de
tejido dopaminérgico con el fin de aliviar
las deficiencias motoras en animales
viejos existen pocos reportes. Gage vy
colaboradores (1993b), evaluaron las
capacidades motoras de ratas hembra de
la cepa Sprague-Dawly con 21 a 23
meses de edad mediante una bateria de
pruebas motoras disefiada por Wallace y
colaboradores (1980). Conductualmente
los animales viejos mostraron severas
deficiencias motoras con respecto al
desempefio de los animales jévenes en
cada una de las pruebas utilizadas. A las
ratas viejas les fue  entonces
transplantado el mesencéfalo ventral de
fetos de 13-14 dias de gestacion
conteniendo la sustancia nigra y el area
ventral tegmental en desarrolio. El tejido
fue colocado en suspension mediante seis
inyecciones distintas conteniendo 2 | de
tejido cada una en distintas porciones de
la cabeza del ndcleo caudado. Los
animales transplantados fueron
nuevamente evaluados entre 11 y 14
semanas postransplante, mejorando en
solo dos de las pruebas utilizadas:
caminar sobre una viga cuadrada y una
viga redonda, sin mostrar mejoria en la
capacidad para mantenerse suspendidas,



la cantidad de actividad generalizada,

capacidad para descender por una
plataforma inclinada y capacidad de nado.

Por otra parte Pezzoli y colaboradores
(1988), reportaron que eltransplante de
meédula adrenal logré disminuir la
conducta de giro de ratas de la cepa
Sprague Dawley de 24-27 meses con
lesion de la via nigro estriatal por
6-OHDA. Sin embargo el resultado mas
importante de su estudio, fue el que el
transplante de tejido adiposo colocado en
el caudado en combinacion con la
infusion continua de NGF mediante
minibombas osmoticas, logré reducir
significativamente la conducta de giro de
los animales viejos lesionados.

En el modelo del sindrome de
deficiencia de dopamina inducido por
MPTP, recientemente se reporté que el
transplante de médula adrenal fetal al
caudado denervado de ratones C57BL/6
con doce meses de edad no logra inducir
un halo de reinervacion dopaminérgica
que circunda al transplante como lo hace
en los animales jovenes (Date y cols.,
1990b).

Con respecto a las alteraciones en la
actividad  electrofisiologica de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc
observadas en ratas de la cepa Wistar
con 18, 20 y 22-24 meses de edad,
recientemente se ha reportado que el
transplante de la médula adrenal fetal al
ventriculo lateral logra restablecer
parcialmente la frecuencia de disparo de
estas neuronas, sin embargo no se
observaron efectos sobre el numero de
neuronas capaces de disparar a altas
frecuencias observadas en las ratas
jovenes (Lavin y Drucker-Colin, 1991).
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Corolario.

A pesar de los importantes avances
experimentalmente logrados
durante las ultimas dos décadas, nuevas
interrogantes han surgido mientras que
vigjas preguntas permanecen sin ser
completamente esclarecidas.
Primeramente se requiere de un
conocimiento mas profundo acerca de los
mecanismos de accidén mediante los
cuales el tejido transplantado logra inducir
la recuperacion de una funcion.

LLa sugerencia experimental presentada
sobre la posible reconstruccion de
circuitos neurales en el cerebro dariado
mediante la implantacién del tejido
nervioso, a través de la reinervacion
funcional reciproca entre el cerebro
receptor y el tejido transplantado es de
suma importancia, aunque la reiriervacion
mutua es insuficiente y como se
menciond anteriormente esta posibilidad
esta aun lejos de ser esclarecida, Surge
entonces la pregunta de cuan
“inteligentes” deben ser las neuronas
transplantadas y en qué medida es
necesario que sean reguladas por el
cerebro receptor con el fin de obtener
mejores efectos funcionales.

Alternativamente si como algunos
autores han propuesto, el tejido
transplantado actua funcionalmente como
una bomba bioldgica capaz de aportar y
restituir parcialmente los
neurotransmisores faltantes, se requeriria
de una mejor comprension de los
mecanismos de difusion y accién del
neurotransmisor en las  neuronas
receptoras. Algunos de los estudios
citados, han abiertoindirectamente y otros
mas directamente, la posibilidad de que el
tejido transplantado logre inducir la



recuperacion de alguna funcion perdida,
ejerciendo una accién ftréfica sobre el
cerebro receptor preservado 0
estimulando las neuronas residuales y/o
compensatorias. Las evidencias
aportadas al respecto son sumamente
sugestivas, sin embargo resultan aun
inconcluyentes.

Par otra parte, es de suma importancia
el establecer cual es la capacidad del
tejido transplantado para reducir y
mantener eficientemente la funcidn
normalizada a largo plazo en este y otros
modelos experimentales ya que algunos
estudios sugieren el que el tejido
transplantado envejezca simultaneamente
con el cerebro receptor. Esto debe
tomarse en consideracion, scbre todo si
continlta la practica de esta técnica en
pacientes humanos con enfermedades
neurodegenerativas.

Finalmente, en vista de la escasa
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capacidad  da  sobravivenciy  de fos
transplantes de tgjido catecolamindrgico,
se requieren  disonar  técnicas  que
permitan  disminuir  los  indices  de
mortalidad en al corto y largo plazo, con ol
fin de lograr la mejor integracion del
transplante para  oblaner  mejoros
resultados axparimentales y ofracor, on st
caso, mejores condicionos torapduticas,

HIPOTESIS

Las deficiencias motoras asociadas al
envejecimiento, son debidas on parte al
funcionamiento  deficiente  del  sisteamn
dopaminergico nigro estriatal, por lo quo
la administracion de farmacos que logron
incrementar la transmision dopaminérgica
0 los transplantes de tejido dopamindreico
fetal, podran mejorar significativamento la
coordinacion motora de ratas viejas quo
reciban estos tratamientos.
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Neuwrodegenerative disorders which involve motor impaisment is characteristic of old age. Although there are a few tests which
attempt to assess motor incapacities, many have utilized scales which have either a great deal of subjective evaluations or are
subject-to learning-performance complexities, This study describes a method able to measure motor impairment of aging rats which
i5 subject to dopaminergic influences and has negligible practice effects. The test is designed so that rats have to traverse 2 meter
beams of 15° inclination whose widths 3, 6, 12, I8 and 24 mum are changed on each test session using a table of random numbers.
The time ceiling allowed for traversing the 2 m beams was established at 120 sec. 3-month-old rats (n == 2(0) and aged rats (n = 20)
with a mean age of 26.5 4 3.8 months ranging from 23 to 34 months were utilized in this study. All young rats traversed the beams,
independently of beam width, while virthally none of the otd rats traversed the 3 and 6 mm beams. However, as the beam width
increased more and more aged rats ascended the beam. Nevertheless, there were always a few old rats who were unable to cross
even on the widest beam. When young rats were fitted with a lead belt which increased their body weight by approximately 4095,
they still traversed all beam widths, On the other hand, haloperidol (0.1 and 0.2 mg/kg) severly impaired the performance of young
rats. Conversely, administration of amphetamine (1.0 mg/kg) or L-dopa (50 mg/kg) to old rats substantially impraved their
performance. The results suggest that beam taxis appears to be an effective and efficient test for screening motor dysfunction in
aged rats and can be amenable to studies on changes of motor capabilities as a result of drugs and /or brain damage.

Introduction

A deterioration in a variety of central nervous
system functions is a widespread characteristic of
the aging process. Underlying this deterioration a
number of neurochemical and morphological
changes have been documented (Bugiani et al.,
1978; Finch ct al,, 1981; Severson ct al,, 1982;
Strong et al,, 1980). Probably the brain system
most widely studicd in relation to aging has been
the nigro-striatal system, because a variety of
neurological disorders with motor disturbances

————
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involve pathological changes in the basal ganglia.
The best understood neurodegenerative disorder
is probably Parkinson’s disease, for which in addi-
tion there is a rodent model (Ungerstedt, 1971a,b)
widely used in pharmacological and transplant
studies (Ungerstedt, 1971a,b; Perlow et al., 1980;
Bjorklund et al., 1980; Dunnett and Richards,
1990). Unfortunately, the rodent model of
Parkinson’s disease involves the unilateral appli-
cation of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) which can completely destroy the sub-
stantia nigra (SN) pars compacta, However, the
Parkinson disease process is age related and in-
volves a gradual bilateral degeneration of the SN,
Therefore, it would be more appropriate to study
aged rats and test their motor capabilities, assum-
ing that motor behavior may be related to pro-
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gressive nigrostriatal degenceration, Several tests
have been developed previously (Marshall and
Berrios, 1979, Campbell et al,, 1980; Dean et al.,
F981: doseph et al., [983) but these (esls are
cither dependent on subjective  criteria which
make their reliability across observers from dit-
ferent Liboratories difticult or clse the tests rely
on reflexive or memory aspects of behavior rather
than on pure motor capabilities. There are a tew
tests which seem 1o spectlically test motor capa-
bilities, but these appear to be subject to pertfor-
mance improvements with practice (Campbell el
al., 1980). This 18 a major problem for many
applications because it precludes repeated test-
ing. In this paper we report a new test which s
not subject to practic: effects and 1s capable of

G it

Fig. 2. Top view ph tographs illustriting the refation between beam widths and size of rats,

3 i

12 min

Fig. 1. Wustrates the set up of the test, The inclination of 15"
is abtained by the heights of the pedestals which support the
wood strips and which are 42,5 and 100 cm.

18mm



detecting motor deficits in aged rats as well as
rats with altered dopaminergic function.

Materials and methods

Subjects

IForty male Wistar rats were used in this study.
Of these rats 20 were 3 months of age and
weighed 245 + 48 g at the beginning of the study
and 230 4 42 g at the end. The remaining 20 rats
were the aged rats whose mean age was 26.5 +4 3.9
months and mean weight 543 4- 72 g at the begin-
ning of the study and 509 4- 74 g at the end. All
rats were healthy from the beginning till the end
of the testing period which fasted approximately 2
months,

Apparatus
Fig. 1 illustrates the testing apparatus, It con-
sists of 2 meter wooden strips supported by two

3mm 6mm

12mm
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pedestals at cach end. The pedestals were of

different heights (42,5 cm and 100 em) in order to
allow for an inclination of 15°. This inclination
was enough to stop animals from crawling over
the beam, The width of the strips varied and were
3,6, 12, 18 and 24 mm. Widths were varied by
merely clunping strips together in order to obtain
desired widths. At the end of the inclined strip
cage was placed so that the animals could step
into the home cage. Figs. 2 and 3 show actual
photographs of rats traversing atl the beam widths
used.

Testing

All rats were trained o walk over a beam for
five days before testing, The test procedure was
identical for young and aged rats and performed
in the same environment between 10:00 a.m. and
12:00 a.m. The rat was placed on the lower end of
the beam and the time needed to reach the home
cage was recorded. A ceiling of 120 sec was

24mm

18 mm

Fig. 3. Side view photographs of o variety of positions rats adopt while truversing the virious beam widths, In addition it itlustrates
a young cat wearing the 100 g lead belt around his body, middle panacl,
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employed at the end of which the rat was re-
moved and placed in the cage by hand and re-
ceived a score of 120 sec. The beam width se-
quence used in cach testing session was deter-
mined with a table of random numbers. Pilot
studies showed that this manipulation almost
completely eliminated practice effects. The mea-
sure utiiized for cach rat was ‘total time’ to reach
the cage. However, during testing rats frequently
had episodes of immobility. Accordingly, a sec-
ond measure was taken designated as ‘no move-
ment time'. This measure reflected the amount of
time that animals merely stood immobile with
what appeared as obfactory and visual exploration
of surroundings.

TOTAL TIME
120..._ ......... O,F ‘‘‘‘‘‘‘ eb* - e e e b e e
\‘\
i
©._
g | \\\“L *
b 80 N
+1 AN
1% , ?* AGED
Q40 Q
o N
O
O—="9———5  YOUNG
0 T v v T r .
306 12 18 24
NO MOVEMENT TIME
120
ol —o*
4 )
S w0 N
t.nJ L \\ [ »
-]
+| |~
Iz AN
9 40; ?* AGED
7]
S
. O Oy YOUNG

3 6 12 18 24
BEAM WIDTH (mm)

Since young rats were usually about half the
weight of old rats, a lead belt weighing 100 g (see
Fig. 3) was placed around 10 young rats, in order
to determine whether weight was an important
factor in the capacity to traverse the beam, The
100 g weight represented an increase of about
40% of the total body weight of the young rats.
One week after testing the young and aged rats,
pharmacological tests were begun. All young rats
were tested on the beam test after the i.p. injec-
tion of 0.1 and 0.2 mg/kg of haloperidol (Jans-
sen) while all the aged rats were tested on the
beam test following i.p. injection of 1, 2 and 4
mg /kg of ( +)-amphetamine sulphate (Sigma) and
by oral administration of 50, 100, 200 mg/kg of

NUMBER OF RATS THAT CROSSED
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Fig. 4. ustrates the differences between young and aged rats in total time 1o traverse the beams and the no-movement time. The
bar graph simply compares the number ot vats which successfully crossed the varions beams. Note that even in the widest heam a
few aged rats did not aceomplish the crossing within the time limit of 120 see, * £ < 0001 as compared to young rats,



L-Dopa (Sigma). A l-week interval was allowed
between each drug administration.

Statistics

A Friedman test between groups, followed by
a Mann-Whitney test to identify differences be-
tween groups on each beam width was used to
test significances.

Results

Since a comparison between 23-25-month-old
vs. 29-34-month-old rats indicated that there
were no significant ditferences, aged rats were
analyzed together as a group. Comparison of
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performance on the beam test between young
and aged rats is illustrated in Fig. 4. While young
rats easily crossed the beam quickly, even on the
narrowest wood strip, aged rats were unable to
cross on the 3 and 6 mm strips and a gradually
greater number of animals were able to cross as
width increased. It is alsb evident that the amount
of no movement time decreased as beam width
increased. Friedman test was significant £ < 0.001
(x = 87.30) and the Mann-Whitney showed signif-
icant differences P <0.001 on all ramp widths
between young and old rats,

When the 20 young rats were divided into 2
groups of 10 and one group was fitted with the
lead belt as described in Methods, they still read-
ily crossed the beams even on the narrowest strip.

NUMBER OF RATS THAT CROSSED

SR —— —— R

| L[] YOUNG YOUNG
+ 100 g
n=10
10 -
]
4
5
]
0 ..

5 6 12 18 24
BEAM WIDTH (mm)

Fig. 5. Mustrates the ditferences between young rats with and without 100 g lead bedis. Although the increased weight slowed the
yotng rats all were all able to cross. * 2 < (1,02 as compared to control.

JS———
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However, there was a signiticant total time differ-
ence on the 3, 6 and 12 mm width strips (P <
(L.01), but only on the 3 mm width was no move-
ment tine significant (P < 0.02) (see Fig. 5).
Following the administration of Haloperidol
young rats had great difficulties crossing the
beams (Fig. 6). There was a significant difference
both with the 0.1 mg/kg dose (P <0.001) (x =
38.82) and the 0.2 mg/kg (P < 0.001) (x = 78.22),
for total and no movement tinte. Also crossing at
all beam widths were significantly different in
compurisons between young rats with and without

haloperidol (£ <0.01), for both total and no
movenent time,

When testing aged rats with amphetamine, the
lowest dose of 1 mg/kg was the most effective
(P <0.001) (x= 1781) for improving perfor-
mance in both total and no movement time. The
doses of 2 and 4 mg /kg produced a large variabil-
ity in the aged rats, mostly because stercotyped
movements were elicited which interferred with
their capacity to reach the cage. The same overall
effect  occurred with 1-Dopa  administration,
Again the lowest dose of 50 mg/kg was most
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Fig. 6. Hlustrates the effects of 2 doses o Haloperidal (0.1 and 0.2 mg/kg). It is evident from this figure that this dopamine
receptor antagonist not only slowed the rats signiticantly in all beam widths, but also rendered many rats incapable of crossing
particularly at ¢ ses of 0.2 mg/kp. ¥ P <001 vs control, £ P <008 vs. 0.1 mg/kg,
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Fig. 7. Illustrates the effects of 1 mg/kg of amphetamine on the performance of aged rats. Total time was improved in all beam
widths and significant on the 12 and 18 mm beams (* P < (.05 vs aged) and no-movement time was reduced on il beam widths
(* P < 0.001 vs aged). Moreover, amphetamine increased considerably the number of aged rats able to cross at all widths,

effective in improving performance (P <0.001)
{x = 19.55) (see Figs. 7 and 8),

Discussion

The main results of these experiments, show
that the test appears to be an effective procedure
for detecting motor tmpairment in aged rats. Fur-
thermore, practice and body weight do not ap-
pear to be important variables. Morcover, the
test is sensitive to pharmacological manipulation,
in terms of the dopaminergic drugs tested. Im-
portantly, this new test scems to be quite sensi-

tive in detecting motor impairment in aged rats,
and does not depend on rather subjective scales
such as the one used in the swim test devised by
Marshall and Berrios (1979). This test has some
similaritics with tests described by Campbell et
al. (1980), such as the rotorod test and the cle-
vated path test. However, none of these tests
spontancously elicit the complex locomotion in-
duced by the present test. The beam test as
decribed here permits rapid measurement of a
complex motor ability linked to coordinated
movement.

Despite increasing the weight of young rats by
40% all rats crossed even the narrowest beam.
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Fig. 8. llustrates the effects of 50 mg/kg of 1.-Dopa on the performance of aged rats. Total time was significantly improved on the

12 and 18 mm ramp widths (¥ P <005 vs aged) and no-movement time was reduced on all beam widths (* P < 0.05 vs aged)

reaching non-significant levels on the 18 and 24 mm beams (* P <0.001 vs young). Additionally, L.-Dopa increased the number of
old rats crossing at all widths.

The added weight slowed speed, but otherwise
had little effect on the motor performance in this
test. On the other hand, blocking the DA recep-
tors with Haloperidol not only increased the time
in which young rats crossed the beams but also
prevented 50-6(9% of the rats from ever crossing.
When doses within the therapeutic range (i.c., 0.1
mg /kg neuroleptics) are administered to experi-
mental animals they induce changes in behavior
that have been related to the psychogenic effects
of these drugs. Examples include increases in the
threshold for electrical brain stimulation reward
(Schaefer and Holtzman, 1979; Schacfer and

Michael, 1980), reduction in exploratory behavior
in the open field (Schaefer and Michael, 1984),
and alterations in latent inhibition (Weiner and
Feldon, 1987). These observations have generally
been considered supportive of a role for dopamine
in hedonic or motivation processes (Wise, 1982),
Such interpretations however, represent infer-
ences from motor behavior. The striking motor
dysfunction induced by 0.1 mg/kg haloperidol in
the preseat study demonstrates that cven low
doses of haloperidol can markedly impair motor
function, even though the animals locomotion in
the cage appear normal. These {indings appear to

) APy



mvalidate arguments which purport that low
dosed neuroleptic behavioral effects are non mo-
toric (Wise, 1982), These results indicate the im-
portance of striatal motor functions for perfor-
mance in this test. Conversely, drugs such as
amphctamine and L-Dopa which increase dopa-
minergic neurotransmission in the striatum (Fuxe
and Ungerstedt, 1970; Wooten, 1990; Quinn,
1990) improved the performance of a great num-
ber of aged rats, Again, these pharmacological
results point to the seusitivity of this test to
nigro-striatal functions. Overall, the test seems to
be a powerful indicator of ape-related distus-
bances of motor capability. Furthermore, this test
is semsitive to nigro-striatal function and is
amenable to be used in pharmacological and
transplant studies. These findings suggest that
this behavioral test may provide an effective
model for quantitating age-related motor distur-
bances, as well as for assessing the effects of
pharmacological treatments and tissue grafts in
nigro-striatal disorders,
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GARCIA-HERNANDEZ, F.. M. T. PACHECO-CANOQ AND R, DRUCKER-COLIN. Reduction of motor nipament by
adrenal medulla trausplants in aged rats. PHYSIOL BEHAY S4(3) $89--598, 1993 —~Recently we have reported thiat drugs thiast
enhance dopaminergic transmission, such as L-dopa and D-amphetamine, substantially iprove the spe-rehited deteriontion of
extrupyramidal motor functions, as assessed by the narrow uphill beam test. Here we sepont the etfect of fetal udrenal sedulliny
transplants upon the motor performance of aged rats in such a test. Rats were prafled with 300,000 cultured adrenal nedullay
cells, placed into the head ol either the left cavdate nucleus, or into both candates. A third goup was gralled with one Greshiy
dissected adrenal medulla placed as a block of tissue into the Biteral ventricle, whereas the contyol grovp sustisined slany gralting,
Evaluation of the motor performance of caltured and sham-grified rats showed no improvement along the testing phase. Only
adrenal block-grafted rats exhibited a significant recovery ofmntor coondination. Histologically, cultuned cell grafts had a deteriovated
appearance with poor survival rates, while block grafts exhibited chromatlin cetls with round und neoron-like shapes. Vhe results
suggest that cultured adrenal grafis may not induce motor improvement due to their extremely Jow swrvival and poar integration,
at least in the aged lost brain, while fresh adrenal transplants may improve motor coordination for as long as B4 days,

Aging Motor impaicment Adrenal medulla

Transplaaty

1-Dopi

IT is generally acknowledged that the aging process comprises
the gradual degeneration of the nervous system, involving a
profound decline in motor and cognitive capabilitics asso-
ciated with advancing age. Diverse morphological, neuro-
chemical, and physiological alterations in the basal ganglia
have been documented 1o account for the age-related dete-
rioration of extrapyramidal motor capabilities (6,7,24.31,32).
Furthermore, age-related deficits in extrapyramidal motor
functions have been associated with an impaired dopami-
nergic transmission in humans and experimental aninals,
comparable to that observed in  Parkinson’s  disease
(4,12.23.25). Tests developed to assess the motor capabilities
of experimental old animals exhibit numerous methodological
deficiencies and so pharmacotogical agents that enhance do-
paminergic function have shown minimal success in improv-
ing their motor performance (18,22). Recently, we have re-
ported that the narrow uphild beam test is highly sensitive to
motor aging and dopaminergic function, where low doses of
t.-dopa or D-amphetamine substantially reduced the motor
impairments of the aged rats (10),

Since the motor deficits of aged rats are i fact reduced by
drugs that enhance dopaminergic transmission. we decided to
test whether more long-lasting functional effects can be achieved
through adrenal medultary transplants.

METHOD

Study groups were made from 20 aged s with o mean age
of 25.4 % 1.6 months, raging from 24 10 27 months, wnl menn
weight of 566,9 +: 82,5 g at the beginniog of the cxperiments, A
group of 10 young s (3 months eld, weiphing 2228 o 24 p)
was used for comgutrison purposes, AL animals were imnintained
it a temperature-controlted roont, with o 12:h lighi-diwrk eyele
and free aceess to food andd water,

Motor Coordination Evaliation

ALl animals were tested onee in the narrow uphill beam test
(10), belore transplantation. Bricly, vats had to elimh over 2-m
long, wood beams of 3, 6, 12, 18, mul 24 nun widths, The 1ol
time employed by the wnimals to reach their home cape at the
end of ¢ach bearn was recorded. In addition, the noanavemend
time and the number of tats able 10 cross the beams wis eplstered,
Aped avimals were then divided according to the ansplmtation
procedure employed, cither culinred cell o block gralts,

Tissue Culrure

Our tissue cullure methods have been reported clsewhere
(28). Briefly, 40 to 50 adrenal glands per cudture were obtained
from } 7-day pregnant rats, T he glands were carefully freed froun

‘Requests for reprints should be addreszed to René Drucker-Colin, Depzramento de Newrocieneias, Institute de Fisiologin Cetalar, Heveesudad

Nacional Autonoma dz México. Apartada Postal 70-000. México. DDF.
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FIG. 1. Etfect of cultured adrenal medullary cells grafted unilaterally into the head of the left caudate nucleus, over the motor performance of aged
rats. O Aged rats control evatuations were recorded once before transplantation. ® Grafied rats were evaluated every 14 days alter transpluntation,
@ Young rats' performance wis introduced tor comparison purposes. Although gralted rats showed a tendency to reduce both totad and no-
movement time scores in all beam widths and increase the number of rats able 1o cross the beams, Friecdman's test (@p < 0.08) and Wilcoxon test

(*p < 0.05) revealed dilterences only at some points.

adhering cortical tissue and the medullary tissue was then gently
agitated at 37°C for 20 min in calcium-free spinner salt solution
(SSS) supplemented with 1 mg/ml bovine scrum albumin and
containing 2 mg/ml collagenase and 15 ug/ml DNAase. The
digested tissue was then dispersed by mechanical mpcllm;,.
washed once with S8S + DNAase (15 ug/ml) and twice in with
SSS alone, pelleting the cells between washes by centrifugation
at 100 X g for 10 min. Cells were then resuspended in Bulbecco
minimum essential medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum, 250 pA ascorbic acid. 4.5 pg/ml insulin,
200 mAf glutamine, penicillin (100 U/m!}-streptomycin (100
pg/mb), and | pg/ml fungizone and seeded in t2-multiwell cul-
ture dishes. After 5 days in culture, several chromalfin cells were
observed growing over a bed of fibrobiasts. At this time cells
were detached for transplantation with 0.3 mg/ml trypsin in SSS
under visual examination, washed, and alt cells able to expel

trypin blue dye were counted. Cells were aliquoted in DMEM
and maintained in the tissue culture incubator until required
for grafting (30 min to 3 h). Part of the cultured cells were fixed
at this point [or immunocytochemical analysis.

Grafiing Procedures

Group A (n = 5). Aged rats received cultured adrenal med--

ullary cells grafied unilaterally into the head of the left caudate
parenchyma by stereotaxic surgery under deep fluothane gas
anesthesia, Two injections ol 150,000 cells each to render a total
of 300,000 cclls per graft were made, with the aid of a glass
transparent micropipet (diameter <100 um) over i S-min period

using DMEM as vehicle., Both injections were separated | mm

from one another in the lateral plane, at coordinates AP: 1.0,
LM: =20, ~3.0, and DV: -4.,0.
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FIG. 2. Wustrates the effect of cultured adrenal medullary cells grafted bilmerally into the head of both caudate nuclei. Posigralt total time values
and the number of rats able to cross the beams remained unchanged throughout the testing sessions. No-movenent time values alles transplantation
were lower than control values: Friedman's @p < 0.05: still, Wilcoxon test revealed differences only in twa paints {*p < 0.05).

Group B (n = 5). Rats received cultured adrenal medullary
cells grafied bilaterally into the parenchyma of both caudate
nuciet, employing the same procedure as in group A.

Group C (n = 5). Rats were transplanted with one freshly
dissected adrenal medulla placed as a block of tissue into the
leti lateral ventricle in close contact with the head of the caudate
nucleus, using DMEM as vehicle at coordinates AP: ~0.6, ML;
~1.2, and DV: -3.6.

Group D (n = 5). Aged rats were used as control. Since three
different grafting approaches were employed in this study, control
rats were only anesthetized and placed in the stereotaxic instru-
ment for the performance of an incision of the skin and a cra-
nitotoiny in the same area as in the grafied rats, After surgery all
animals were returned to their home cages. The motor perfor-
mance of the transplanted rats was tested again in the narrow
uphill beam test, every . 14 days after surgery for as long as 84
days (3 months; six evaluations).

Histological Analyyis

At the end of the tast testing session, all animals were sacribiced
to perform tyrosine hydroxylase (TH). fibronectin, and glial fi-
brillary acidic protein (GFAP) immunocytochemistry. Briclly.
rats were deeply anesthetized with an overdose of sodium pen-
tobarbital and perfused intracardially with isotonie saline solu-
tion followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 Af phosphate
bufifer. Brains were postfixed for 90 min in the same fixative,
immersed in 10%, 20%, and 30% sucrose at 4°C, and sliced into
40-um corona! sections with a manually driven cryostat. Serial
sections throughout the caudate nuclei, where the grafted tissue
was located, were kept. Also, sections of the substantia nigra of
ciach animal were obtained. Alternate sections were incubated
overnight in TH (1:500 trom Eugene Teck Int.), fibronectin
(1:2000 from E&Y Labs.), and GFAP (1:200 from Incstar) pri-
mary amtibodies, followed by the ABC method (Vector Labs,)
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FIG. 3. Represcnts the effect of one adrenal medulla transplanied as a block of tissue into the lateral ventricle. As soon as 14 days after grafting,
total time and no-movement time scores were reduced, reaching peak levels 28 and 84 days after transplantation and attaining statistical

significance in most curves and points (@p < 0.05. *p < 0.05).

using 3, 3-diaminobenzidine DAB (Sigma Chemicals) as chro-
mogen.

Data Analysis

A Fricdman test between groups, followed by a Wilcoxon
signed ranks test to identify differences between groups on cach
beam, were used o test significance.

RESULTS
Motor Coordination Evaluations

Before transplantation, aged rats were severely impaired with
respect to the young controls in all three n.2asuves of the narrow
uphill beam test. The total time and no-movement time em-
ployed by aged rats to cross the beams was significantly larger
than that employed by young rats, confirming our previous ob-
servations (10). No statistical diflerences in either body weight

or motor pertormance were found between aged experimemtal
Broups. '

Rats bearing unilateral cultured transplants exhibited a no-
table reduction of total and no-movement lime beginning by
day 42 after grafting, which was sustained throughout the testing
interval. Regardless of this improvement, Friedman's statistical
examination revealed significant diffecences only in three curves,
wiile Wilcoxon test showed sparse significant differences between
beam widths. However, this transplantation approach increased
the number of rats able to cross all beams beginning at day 28
after grafting (Fig. 1). Bilateral cultured transplants failed to re-
duce the motor impairment of the aged rats. Total time values
were never reduced from control values in all the testing sessions,
Although no-movement time values showed a certain tendency
to decrease. and Friedman's test exhibited statistical significance
beginning at 28 days atter grafting, statistical differences between
beams were rare and the number of rats able to cross showed
no change (Fig. 2). o
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FIG. 4. Hlustrates the effect of sham transplantation over the motor impairment of aged rats. In all cases postsirgery values remained drastically
close to control values. At 70 and 84 days afier transplantation, sham graft values overiapped control scares and the number of rats that erossed

was diminished.

Adrenal medullary block transplints into the lateral ventricle
exhibited a notable capability to improve aged rats’ motor del-
icits. Total time and no-movement time values showed a clear
reduction, attaining statistical significance as soon as 14 days
after transplantation. Although motor improvement was cvident,
there were certain lluctuations, most obvious 28 and 84 days
after grafting. On the other hand, the number of rats able (o
cross the beams increased consistently over the testing span (Fig.
3). To establish the efliciency of adrenal medullary block grafts,
motor impairment percent reduction of the grafted rats was es-
timated and compared against L-dopa vatues from our previous
studies. The results showed that both i.-doy.a and adrenat med-
utlary grafts substantially diminished the motor impairment of
the aged rats. The observed effect was beam width dependent.
While L-dopa reduced the motor deficits more efficiently as beam
widths increased, adrenal transplants exhibited a drastic effect
in the narrowest beams, where higher motor coordination is

required, but abruptly dropped in the wider heams, In secors
dance, adrepal gralts showed to be more cilective than 1L-dopm
in the 6- and 12-mm beams, while in the 18- and 24-mm beams
t-dopa proved to be more active (Fig, 5). Sham teansplantation
exhibited no changes over the aged rats’ motor impairment. Total
time and no-movement time values kept close 1o controf vafues,

but by day 70 and 84 alter grafting, testing values raised over

control values. Again, the number of rats able to cross over the
beams sustained no changes, but by day 70 and B4 after grafting
less rats were able to cross (Fig. 4).

Histolugy
Some morphological alterations, like cellubiar loss in certain
brain arcas, dilatation of the cercbral ventricles, and pituitary

tumors, were found in three of the grafted rats, Histological ex-
aminatinn of TH-immunostained sections showed that cultured
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FIG. 5. Represents the comparison of aged rats’ motor impairment per-
cent reduction induced by 1L-dopa (O) and adrenal medulla block grafts
(@) (*p < 0.05) (sce teat).

cell grafts were confined to the injection tracts inside the caudate
nucleus parenchyma (Figs. 6, 7). These grafts had poor survival
rates, with multiple infiltrating macrophages. Only a few chro-
maffin cells could be identified dispersed inside the injection
tracts. These observations were comfirmed by Niss! stainning.
On the other hand. block transplants into the lateral ventricle
were found anchored to the corpus callosum and exhibited a
healthy appearance. Several chromaflin cells with round and
neuron-like shapes confined to the grafted tissue were found
(Fig. 8). However, no axons growing away from the graft into
the host tissue were observed, although a TH-immunorcactive
band surrounding the transplant was observed. Staining intensity
differences were studied and fourd when comparing young vs.
aged brain caudate, substantia nigra, locus coeruleus, and ventral
hypothatamus: still, wo clear pattern could be established,

To identify the fibroblasts present in our tissue cultures, fi-
bronectin immunocytochemistry was performed. Cultured cell
grafts exhibited a moderate fibronectin immunostaining along
the injection tracts (Figs. 6, 7). while block transplants showcd
a prominent reaction exposing i dense matrix within the implant,
confirmting the presence of fibroblasts (Fig. 8). Again, a fibro-
nectin-immunoreactive band was observed arround the graft,
overlapping the TH band. The GFAP immunostaining revealed
numerous reacting cells around and cven inside cultured cell
transplants (Figs. 6, 7). Block transplants exhibited abundant
reacting astrocytes in the corpus callosum surrounding the

transplont (Fig. 8). Tyrosine hydroxylase and fibronectin im-.

munocytochemical analysis of the cultures used for transplan-
tation revealed the presence of multiple chromatlin cells growing
over & confluent bed of fibroblasts,

DISCLSSION

The casily detectable motor impairment exhibited by the aged
rats corroborates our previous observations about the sensitivity

and reliability of the narrow uphill beam test. Morcover, sham-
grafted rats’ motor impairment showed no spontaseous reduc-
tion along the testing period, suggesting that the test is not subject
to practice improvement over extended periods of time. Assum-
ing that age-related anomalies in the extrapyramidal motor sys-
tem aftect both hemispheres, we decided to perform bilateral
transplants, expecting that this should ameliorate motor deficits
more efliciently. The deteriorated appearance of the grafted tis-
sue, as well as the poor survival rates of chromatiin cells, may
account for the lack of motor improvement of the aged rats
bearing cultured cell transplants. Parallel results have also been
reported in nonhuman primates (3.15,19) and patieats with
Yarkinson's disease who received adrenal medulla to coudate
autotransplant (16,17.30.34). The survival conditions for our
cultured adrenal grafts were particularly adverse, since peri- and
intraventricular transplants grow better than those placed in the
central parenchyma of the caudate (26). Furthermore. cell sus-
pension transplants into the parenchyma of the caudate nucleus
cxhibit poor viability. since at least 95% of the grafted tissue is
lost during its manipulation and placement into the brain
(14.29,33). Morcover, the procedure used to detach the cultured
cells from their substrate may have drastically damaged the
chromafiin cells, making their proportion within the graft very
low. An insufficient amount of grafted cultured cells could ex-
plain the null integration of the grafied tissue into the host aged
brain and the lack of motor inprovement, suggesting that higher
quantities may be required.

Adrenal medullary block transplants into the lateral ventricle
were the only ones readily capable of reducing the motor im-
pairment of aged rats, exhibiting good survival and integration
into the host brain, Similar results emploving other motor tests
have been reported for intrastriatal nigral teansplants (13), By
the end ol the testing period, 84 days after grafting, TH im-
munocytochemistry reveled the existence of several chromafhin
cells inside the medullary block transplants, although the identity
of these cells may require DBH, PNMT, or cliromogranin A
immunocytochemical confirmation, These putative chromatffin
cells sustained phenotypic changes, acquiring neuronal-like
shapes, suggesting the possible existence of some trophic-like
interactions. This is. to our knowledge, the first report of such
observation in the aged brain, although it has been previously
reported in the adult brain (27). Since nonlesioned aged rats
were employed in this study. and sham-transplanted rats did
not receive controf tissue grafls, the possibility that the remaining
nigrostriatal neurons could sprout or upregulate in response to
mechanical damage of the host brain cannat be excluded., Indeed,
numeraus reports have consistently described the existence af
sprouting TH-immunorecactive tibers surrounding adrenal med-
ullary transpliants in MPEP-treated mice (5.8). primates (11,15.19),
and Parkinson patients (16,20). although this sprouting phenon-
cnon seems to be limited in the aged brain (9). The TH-immu-
noreactive band invading the corpus callosum adjacent to the
transplanted tissue suggests the possible sprouting ot host Gibers,
Additionally, in some cases, unusual robust fibers were observed
surrounding the ventricle and extending into the transplant (see
Fig. 8): still, there were no evidences that these fibers were of graft
origin. However, the fibronectin-immunoreactive band completely
overlapped the TH band. Previous reports from this laboratory
have shown that the dopaminergic neurons of the substantia nigra
of old Wistar rats exhibit electrophysiological alterations that may
be partially restored by adrenal medullary transplants into the
tateral ventricle (21). This eflect of the grafted tissue over the host
nigrostniatal neurons may account, in part, for the motor im-
provement observed in our grafted rats. Our findings agree with
reports made about the suitable viability of fetal celt grafts into
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FIG. 6. Low magnification (3,233 microphotographs ol caudate sections showing the appearance of wniliteral cultured cell grafts. Boih injection
tracts Garrows) were easily detected with (A) tyrosine hydrosylase, (B) fibronecting and (C) GFAP immunostaining, and (1) Nissl staining. [nside
the mjection sear only few grafied cells were found with wfiltrating macrophages and reactive astrocytes,
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F1G. 7. Low magnification (3.2X) microphotographs of caudate sections showing the appearance of bilateral cultured cell grafts. The injection
tracts (arrows) were deteeted on both caudates although only one side ts showan. (A) Tvrosine hydroxylase. (B) fibronectia, and (C) GFAP immu-
nostaining, and (1) Nissl staining. Once again few grafied cells were found vonlined to the injection scar.
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munostaining (A) revealed chromaflin cells with neuron-like shapes Garrow): ibranectin immunostaining (BY ievealed a dense matrix within the
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. the aged brair (1.2), although these hindings may not apply for
cultured cell gratts. Whether block transplants improved the motor
coordination by replacing the tost striatal dopamine or by inducing
the recovery of host dopaminergic system is unknown; our cusrent
data appear to support the latter.
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DISCUSION

La profunda pérdida de las capacidades
motoras y la rigurosa dependencia de la
edad, son dos caracteristicas que
comparten el proceso de envejecimiento y
las enfermedades neurodegenerativas
que afectan a los ganglios basales. La
similitudes entre las  alteraciones
observadas en los ganglios basales tanto
de pacientes afectados por la enfermedad
de Parkinson como de sujetos de edad
avanzada, sugieren que la enfermedad de
Parkinson podria ser considerada como la
expresion de un envejecimiento prematuro
y acelerado del sistema dopaminérgico
nigro-estriatal (Barbeau, 1973; McGeer y
cols., 1977; Mortimer, 1988).

Aunque en el humano la pérdida de las
funciones motoras es  facilmente
detectable, cuando se analizan los
factores especificos que contribuyen a las
diferencias individuales observadas entre
sujetos, se encuentran  multiples
problemas que posiblemente puedan ser
superados al estudiar cepas de roedores
genéticamente homogéneos y criados en
condiciones controladas.

La evaluacidon de las capacidades
motoras en animales viejos se basa
fuertemente en estudios realizados en
roedores experimentales incluyendo: ratas
(Wallace y cols., 1980, Campbell y cals,
1980), ratones (Dean y cols., 1981) vy
hamsters (Ottenweller y cols., 1986), e
incluso existen estudios comparativos
entre distintas cepas de la misma especie
(Goodrick, 1975; Ingram y cols., 1981,
Reis, 1983; Sprott y Eleftheriou, 1974).
Sin embargo, desde hace mas de una

75

década se reconoce que la interpretacion
de las deficiencias motoras observadas
en animales viejos suele ser controvertida
y confusa (Ingram, 1983; 1988; Ingram y
Reynolds, 1986). Esta controversia se
origina a) por la ambiguedad de los
criterios de "lo que debe ser medido y
como debe ser medido" como alteraciones
propias del envejecimiento, b) a las
diferencias en las habilidades motoras
entre animales de la misma edad, ¢) pero
sobre todo a la confiabilidad de los
métodos que validan las mediciones
realizadas.

- La dificultad para evaluar confiablemente
las deficiencias motoras en animales
viejos se ve reflegjada en la amplia
variedad de pruebas disefadas con este
proposito. A continuacién se presenta una
relaciéon de las pruebas mas comunmente
utilizadas para evaluar las deficiencias
motoras en animales vigjos.

Aunadc a las dificultades metodoldgicas
que la evaluacion de las deficiencias
motoras en animales viejos presenta,
frecuentemente las pruebas preexistentes
han sido modificadas 6 bien se han

desarrollado nuevas pruebas
dependiendoc de los criterios vy
necesidades metodolégicas de los

estudios. Mas aun, algunas pruebas son
tan poco confiables (nado, actividad
espontanea) que aunque varios autores
utilicen la misma prueba, las alteraciones
reportadas en los animales viejos son
contradictorias entre los grupos de
investigadores (Marshall y Berrior, 1979;
Salas y Lorenzana, 1980, 1983; Gage vy
cols,, 1983b; Altar y Marshal, 1988
Ingram, 1981, 1988; Janicke y cols., 1988;
Sprott, 1988; Joseph y cols., 1988).



ACTIVIDAD Prueba dlsenada para evaluar la Sprott, 1974.
EXPLORATORIA actividad locomotora espontanea, Dean, 1981.
exploracién y habituacion a un Gage, 1983b.
medio cerrado o abierto. Janicke, 1983.
Jellestad, 1986.
Ingram, 1983;1986
N _Stoessl, 1989. ‘="
MOVIMIENTO Evaluacion de conductas como Smlth 1980.
ESTEREOTIPADO aseo, bostezo, lamer, estornudo y Stoessl, 1989.
girar, | Ottenwelle 1986.
Prueba disefiada para evaluar la Ingram 19811983
RUEDA actividad locomotora global. 1984a,b; 1988
Stoessl|, 1989. A
REFLEJO Capacidad del animal para sujetarse | Aitman, 1975.
PRENSIL con los miembros anteriores y Miquel, 1978.
mantenerse colgado de un cable Campbell, 1980.
horizontal. Disefada para evaluar la | Wallace, 1980. ‘
fuerza muscular. Dean, 1981.
Gage, 1983b.
Ottenwelle 1986. J
Ingram, 1984a,b. |
Janicke, 1988.
| . Stoessl, 1989.
TRACCION Capacidad del animal para sujetarse | Altman, 1975. v
con los miembros posteriores Campbell, 1980.
mientras cuelga con los miembros Wallace, 1980.
anteriores de un cable horizontal. Dean, 1981.
Prueba disenada para evaluar Stoessl, 1989. f
equilibro, fuerza muscular y tono
muscular.
WFUERZA DE Fuerza del animal al jalar con las Ingram,1981;1983 “
AGARRE miembros anteriores 1984a,b; 1988.
PANTALLA Capacidad del animal para no Lippa, 1979.
INCLINADA resbalar de una pantalia de alambre | Dean, 1981.
| inclinada 60 grados. Disefiada para | Ottenwelle 1986. “
evaluar el tono muscular. Janicke, 1988.
Joseph, 1988.
ASCENSO O Coordinacioén del animal para Ottenwelle 1986. ||
DESCENSO EN UNA | escalar o bajar en una pantalla de Janicke, 1988.
PANTALLA alambre inclinada 45 grados.
INCLINADA
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PRUEBA DE
CHIMENEA

Coordinacian del animal para
descender de un pilar de 60 cm de
altura, rodeado de una malla de

alambre.

Campbell, 1980.
Wallace, 1980.
Ottenwelle 1986.
Janicke, 1988.

CONDUCTA DE
NADO

Prueba disefiada para la evaluacion
de la coordina- cidn motora a través
del vigor y éxito de nado de
animales forzados a nadar por 15
minutos.

Marshall, 1979,
Salas, 1980,1983
ingram, 1981.
Gage, 1983.

Yu, 1985,

Altar, 1988.
Janicke, 1988.

PUENTE ELEVADO

Ejecucion y tiempo requerido para
que el animal caiga o alcance una
plataforma al colocarlo sobre un
puente angosto.

animal caiga o alcance una
plataforma al colocarlo sobre un
puente redondo estatico o en
movimiento. Prueba disefiada para
evaluar coordinaciéon motora

Tiempo requerido para que el

Campbell, 1980.
Gage, 1983b.

Brailowsky, 1986
Ottenwelle 1986.

Campbell, 1980.

Dean, 1981.
Gage, 1983b.
Ottenwelle 1986.
Ingram, 1988.
Janicke, 1988.
Stoessl, 1986.




A su vez, es sumamente importante
tener en cuenta el que en repetidas
ocasiones se ha reportado que el
desempefio motor de los animales viejos
en algunas de las pruebas descritas,
puede estar sujeto al mejoramiento por
aefecto de la practica (McCafferty y
Edington, 1974; Ingram y cols., 1982,
Samorajski y cols., 1985, McDonald y
cols., 1986), o bien los cambios en la
masa corporal pueden influr en el
desemperio motor de los animales viejos
enlenteciéndolos (Welford, 1982, 1984).

Es igualmente importante considerar
cual es el curso temporal de la pérdida de
las capacidades motoras en animales
viejos. Campbell y colaboradores (1980) y
Janike y colaboradores (1988), han
establecido que de acuerdo a la edad
cronolégica de los animales estudiados y
al tipo de prueba utilizada, se pueden
observar distintos rangos con los que las
capacidades motoras declinan (ver figura
3 del texto).

-

Actividad Euvpontaneca

Refiz)o Prensii

Pantalia Inclinada

Ascender o Descender | o
Pantalls Inclinada i bl

Prueba de Chimenna

Conducta de Nedo

Puente Elevado

Puentc Redundo

RN M DEERE N I I D | I |
10 12 14 16 10 20 22 24 26 28 30

Edad ep mescs

Figura 3. Curso temporal de la pérdida de las

capacidades motoras en roedores viejos
comparado con el desempeitlo de animales
jovenes de acuerdo al tipo de prueba ulilizada.
(Modificado de Campbell y cols., 1980 y Janike y

cols., 1988).
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Tomando en consideracion los factores
antes expuestos, la confiabilidad de las
pruebas utilizadas, asi como la falta de
uniformidad en los criterios de evaluacion
entre laboratorios, pero sobre todo, la
subjetividad implicita en las escalas de
evaluacién de algunas de las pruebas
utilizadas, la escasa replicabilidad de los
resultados obtenidos y Ila dificultad
inherente para separar los componentes
motores de la conducta de los aspectos
motivacionales o de memoria, hacen dificil

la identificacion de las regiones
cerebrales y sistemas de
neurofransmision  implicitos en la
manifestacion de la pérdida de las

capacidades motoras en animales viejos.

Sin embargo, es generalmente aceptado
el que el sistema nervioso central es el
principal  responsable  del pobre

desempefio motor de los animales viejos, -

ya que las alteraciones del sistema
neuromuscular soélo limitan de forma
secundaria la etiologia de las deficiencias
del movimiento y éstas sdlo participan de
manera  modulatoria  (Gutmann vy
Hanzlikova, 1972; Frolkis y cols.,, 1976;
Shock, 1977; Scheibel y Scheibel, 1977
Spirduso, 1982; Welford, 1982; Spirduso
y cols.,, 1988). Diversos estudios han
confirmado que durante el envejecimiento,
la notable disminucion de la velocidad de
los procesos motrices es una regla
general y que puede ser considerada
como una caracteristica valida y confiable
del envejecimiento (Welford, 1982, 1984
Campbell y cols., 1980; Potvin y cols.,
1980).

Con base en lo descrito con anterioridad
se disefd la prueba de la viga inclinada
tomando ventaja de los siguientes
factores:



- El enlentecimiento en los movimientos
de los animales viejos.

- Haciendo una combinacion de las
pruebas mas confiables y reproducibles
previamente reportadas como el ascenso
y descenso en una pantalla inclinada, el
puente elevado y el reflejo prensil,
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obteniendo una prueba sencilla y de bajo
costo.

- Eliminando escalas subjetivas vy
estableciendo  criterios claros de
evaluacion (Tiempo total, Tiempo de no
movimiento y numero de ratas capaces de
cruzar), que pueden ser utilizados
faciimente en otros laboratorios.
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Figura 4. Comparacidon del desempeiio motor
entre dos grupos de ratas viejas de 23 a 25 meses
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- Preentrenando a los animales por una
semana con el fin de eliminar mejoras en
el desempenio de los animales viejos por
falta de ejercicio.

- Eliminando los efectos de la diferencia
de peso entre ratas jovenes y viejas sobre
el desempefioc motor, al aumentar
subitamente el peso de los animales
jévenes en 40% sin que se presentaran
diferencias significativas (fig. 5 articulo).

- Eliminando aspectos motivacionales y
de memoria.

- Forzando a los animales a hacer uso de
todas sus facultades y coordinacion
motora.

Nuestros resultados muestran que la
prueba de la viga inclinada logra
establecer diferencias evidentes, claras y
estadisticamente significativas entre el
desempefio motor de las ratas jovenes vs
las ratas viejas (fig. 4 articulo). Cabe
resaltar que al no existir diferencias
estadisticamente significativas entre las
ratas viejas con 23 a 25 meses y 29 a 34
meses ~de edad, éstas fueron
consideradas como un solo grupo (ver
figura 4 texto).

L.as diferencias entre las ratas jovenes y
las ratas viejas entre los 23 y 34 meses de
edad fueron evidentes y homogéneas, sin
necesidad de someter a los animales a
condiciones extenuantes como las
reportadas por Janike y colaboradores
(1988). Posiblemente estas diferencias
sean tan claras gracias a que para el
desempeiio de esta prueba se requiere
que los animales realicen un esfuerzo
substancial que requiere de un alto
desempeiio y coordinacion motora.

80

Gracias a las claras diferencias entre el
desemperio motor de las ratas jovenes y
las ratas viejas y a las exigencias de
coordinacion motora implicitos en la
prueba, la accion de los agonistas y
antagonistas dopaminérgicos
administrados probaron tener efectos
significativos sobre la coordinacion
motora, tanto de las ratas jovenes como
de las ratas vigjas.

Desde hace mas de 30 aflos se ha
reportado que en animales jovenes, la
interferencia del sistema dopaminérgico
estriatal por la administracion de
reserpina, comprometen los reflejos de
postura y decrementan l|a actividad
locomotora (Carlsson y cols., 1957,
Blaschko y Chrusciel, 1960). Mas aun, ha
sido ampliamente documentado que la
administracion de neurolépticos en dosis
tales que no induzcan un estado
cataléptico, producen importantes
decrementos de los reflejos de la postura,
balance y coordinacion motora (Rolls y
cols., 1974; Mora y cols., 1975; Fibiger y
cols., 1976; Fibiger, 1978, Carp vy
Anderson, 1979; Joseph y Roth, 1988).

Nuestro estudio corrobora estas
observaciones ya que la administracion
de haloperidol en dosis dentro del rango
terapéutico (0.1 y 0.2 mg/Kg), produjo un
severo deterioro dosis dependiente del
desempefio motor de los animales
jovenes, los que alcanzaron valores
similares a los observados en los
animales viejos (fig. 6 articulo). Este
resultado hace evidente la importancia de
las funciones motoras estriatales, sobre la
coordinaciéon motora necesaria para la
realizacion de esta prueba. Asimismo, es
un resultado indicativo de la sensibilidad
de nuestra prueba, ya que los animales
inyectados con haloperidol al ser



colocados sobre la viga mostraron un
severo deterioro de su coordinacion
motora, sin embargo al encontrarse en su
caja no mostraron ninguna alteracion
conductual aparente.

Nuestros resuitados confirman las
observaciones previamente reportadas
por Brailowsky y Knight (1987), quienes
mediante unaprueba de puente elevado,
demostraron que la ejecucién motora de
las ratas de 9 meses de edad, puede ser
severamente impedida por la
administracion de 0.1 mg/Kg ip. de
haloperidol; misma dosis empleada en
nuestros experimentos. En este mismo
estudio Brailowsky y Knight, realizaron
una investigacion integral sobre la
participacion del sistema dopaminérgico
en la recuperacidn funcional de la
hemiplegia inducida por la infusion
intracortical de GABA en ratas jovenes y
viejas, demostrando que la administracion
de haloperidol (0.1 mg/Kg i.p.), produce
en ambos grupos de animales, la
reaparicion de un estado hemiplegico muy
semejante al observado ante la infusidn
de GABA, aun cuando los animales se
habian recuperado (tres semanas
despues) del estado hemiplegico inducido
por la infusidon inicial de GABA. En los
animales jovenes el restablecimiento de la
hemiplegia fue mas corta (un dia) y
menos pronunciada que la observada en
los animales viejos (tres dias). La
administracion de apomorfina (0.5 mg/Kg
i.p.) antes o inmediatamente después de
la administracion de haloperidol no logro
prevenir o revertir la aparicion de las
deficiencias motoras. Efectos similares
fueron observados en animales joévenes
infundidos con GABA o solucidn salina a
los que se les administro anfetamina.
Asimismo, en animales a los que se les
practico una lesion cortical 7 a 12 meses
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antes, no mostraron hemiplegia ante la
administracion de haloperidol. Estos datos
muestran que en el cerebro envejecido los
efectos nocivos de la lesibn son mas
pronunciados o bien la recuperacion de
ésta es mas lenta que en el cerebro joven.

La administracion de haloperidol y otros
neurolépticos en dosis subcatalépticas, ha
sido muy utilizada para el estudio de los
mecanismos cerebrales de motivacion y
autoestimulacion cerebral desde la
aparicion de los trabajos pioneros de Olds
y Milner en 1954. Como resultado de esos

estudios surgio la "hipétesis
catecolaminérgica" de los mecanismos
cerebrales de motivacion y
autoestimulaciéon  cerebral, propuesta
inicialmente por Stein (1964, 1968) y
posteriormente elaborada por Crow
(1972) y Wise (1978, 1982). Esta

hipétesis postulaba que las neuronas
catecolaminérgicas centrales median los
mecanismos de motivacion y
autoestimulacién cerebral, ya que la
administracion de haloperidol y ofros
neurolepticos modifican significativamente
estos patrones conductuales.

Esta hipdtesis se fundamentaba en los
trabajos que reportaron que la
administracion de neurolépticos en dosis
iguales 6 menores a las utilizadas por
nosotros  producen un decremento
significativo de la autoestimulacion
cerebral (Wauquier y Nimegeers, 1972;
Liebman y Butcher, 1973; Phillips, y cols.,
1975; Fouriezos y Wise, 1976; Schaefer y
Holtzman, 1979; Schaefer y Michael,
1980), asi como reduccion de la actividad
exploratoria en la prueba de campo
abierto (Schaefer y Michael, 1984), vy
facilitacion de la prevencidn activa
(Weiner y Feldon, 1987). Estos resultados
rapidamente fueron postulados como



evidencia inequivoca de la participacion
de la dopamina en los procesos
motivacionales, e incluso descartaron
laparticiplcién del sistema motor (Yokel y
Wise, 1975; Fouriezos y Wise, 1976;
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Sin embargo, nuestros resultados
parecen invalidar estos argumentos que
sostienen que los efectos de la
administracion de neurolépticos en dosis
terapéuticas no afectan el desempefio

Wise, 1978, 1981, 1982).

motor. De igual forma, nuestros resultados
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administracién de L-dopa y D-Anfetamina sobre el  toxio),



apoyan y corroboran los reportes en los
que se sostiene que los efectos de la
administracion de haloperidol sobre los
mecanismos de motivacion y
autoestimulacion cerebral son puramente
motrices e implica un mal funcionamiento
del sistema dopaminérgico nigroestriatal
(Wauquier y Niemegeers, 1972; Rolls y
cols., 1974; Mora y cols., 1975; Phillips y
cols., 1975; Phillips y cols., 1976; Fibiger
y cols., 1976; Fibiger, 1978; Prado-Alcala,
1986).

En nuestro estucio no se recompenso a
los animales sometidos a la prueba, e
incluso si éstos no alcanzaban su caja
eran retirados después de 120 segundos,
con el fin de no involucrar aspectos
motivacionales o de memoria, por lo que
nuestras observaciones parecen ser
puramente motoras.

Contrariamente, la administracion de
L-Dopa 6 D-anfetamina, farmacos cuya
capacidad para incrementar la transmision
dopaminérgica  estriatal esta bien
documentada (para revisién ver Costa y
Garattini, 1970; Quinn, 1990, Wooten,
1990), lograron mejorar significativamente
el desempefio motor de las ratas viejas
(figuras 7 y 8 articulo), a diferencia de
otros reportes en donde la administracion
de este tipo de substancias tuvieron
efectos sumamente limitados (Joseph vy
cols., 1978, 1980, 1983; Campbell y cols.,
1984; Janicke y Wrobel, 1984; Henry y
cols., 1987; Altar y Marshall y cols., 1982,
1988).

La diferencia entre nuestios resultados
y los reportados por estos autores, es
posiblemente debida a las escalas de
evaluacion y a la sensibilidad de las
pruebas utilizadas. En este sentido,
nuestros resultados concuerdan con las
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observaciones de Janicke Yy
colaboradores (1988), quien utilizando
una prueba motora demandante como el
puente redondo en rotacién, logrd
establecer diferencias estadisticamente
significativas al administrar D-anfetamina
a ratas viejas.

Cabe resaltar que las dosis de L-Dopa
y D-anfetamina que mejor redujeron las
deficiencias motoras en los animales
vigjos, fueron las menores utilizadas en
las curvas dosis-respuesta (D-anfetamina
= 1 mg/Kg y L-Dopa = 50 mg/Kg), ya que
dosis mayores de estos farmacos
indujeron movimientos estereotipados en
los animales. Sin embargo, como se
puede apreciar el la figura 5 del texto, a
pesar de los movimientos estereotipados
en la mayoria de los casos los valores del
tiempo total fueron menores a los valores
obtenidos por los mismos animales en
ausencia de farmacos. Nuevamente, estos
resultados apuntan hacia la sensibilidad
de esta prueba, ya que es capaz de
detectar las alteraciones en el desempeno
motor, producidas por los movimientos
estereotipados de los animales
inyectados.

Convencionalmente la aproximacion
experimental mas utilizada en el estudio
de las enfermedades neurodegenerativas,
ha sido el analizar en animales jovenes
las consecuencias conductuales de la
lesion selectiva de regiones cerebrales
que por estudios clinicos se conoce estan
involucradas en la manifestacion de
alguna enfermedad. Esta aproximacion
tiene como objetivo la identificacion de los
mecanismos fisioldgicos y la localizacion
de los sistemas de neurotransmision
necesarios para el funcionamiento normal,
asi como especificamente anormal del
sistema nervioso mediante lesiones con

e it



neurotoxinas altamente selectivas. Sin
embargo, los modelos de lesion tienen la
desventaja que obvian la compleja
interaccion entre el proceso de
envejecimiento y la manifestacion de la
enfermedad.

En el estudio de la enfermedad de
Parkinson, el modelo experimental del
sindrome de deficiencia de dopamina
implica la lesién unilateral de la via
nigroestriatal en animales jovenes
(Ungerstedt, 1968, 1970, 1971ab). Sin
embargo, en la enfermedad de Parkinson
la degeneracién de esta misma via es
evidentemente bilateral, progresiva y no
involucra la pérdida total de lapoblacion
neuronal en la SNc. Por estas razones en
el estudio experimental de la enfermedad
de Parkinson seria mas apropiado la
utilizacion de animales viejos, que por las
alteraciones en el sistema motor
extrapiramidal muestren peérdida de sus
capacidades motoras debidas Gnicamente
al proceso neurodegenerativo progresivo
y bilateral del envejecimiento.

Dado que las deficiencias motoras de
las ratas viejas pueden ser reducidas
significativamente mediante la
administracion de farmacos que favorecen
la transmision dopaminérgica, en el
presente estudio decidimos evaluar si el
transplante de tejido adrenal logra inducir
efectos similares y a largo plazo en este
mismo sistema. Asimismo, fue el propésito
de este estudio el establecer una
comparacion entre los efectos funcionales
del transplante de células cultivadas vy el
de tejido recién disecado.

Los resultados de este estudio muestran
que las diferencias entre el desempeno
motor de los animales jovenes y los viejos
fueron nuevamente claras y facilmente
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detectables, corroborando nuestras
observaciones previas acerca de la
sensibilidad y confiabilidad de la prueba
de la viga inclinada. LLa confiabilidad de la
prueba es apoyada sustancialmente por el
hecho de que las ratas viejas a las que se
les practicd el falso transplante, no
mostraron mejoria en su coordinacion
motora a lo largo del periodo de prueba e
incluso se observé un decremento de su
capacidad motora hacia los 70 y 84 dias
postransplante (fig. 4 articulo y 6 texto).
Estos datos demuestran que cuando los
animales experimentales son sometidos
regularmente y por periodos prolongados
a la realizacion de la prueba, no se
presentan mejorias en el desempefio
motor por efecto de la practica como
sucede en otros modelos (McCafferty y
Edington, 1974, Ingram y cols., 1982;
Samorajski y cols., 1985; McDonald y
cols,, 1986), y que el proceso de
envejecimiento continua afectando Ias
capacidades motoras de los animales.

En vista de que las alteraciones
dependientes de la edad en el sistema
motor extrapiramidal afectan ambos
hemisferios, es que se decidid implantar
tejido adrenal cultivado dentro de ambos
caudados, esperando que esta
manipulacion redujese mas
eficientemente las deficiencias motoras de
los animales transplantados. De acuerdo
a la prueba de Friedman, los animales
que recibieron transplantes bilaterales
mostraron una mejoria significativa en
cinco de las curvas de no movimiento,
mientras que ninguna de las curvas de
tiempo fotal presentaron diferencias
estadisticas. Mediante la prueba de
Wilcoxon, sdélo se pudieron identificar
diferencias en 2 puntos de las doce
curvas (fig. 2 articulo). El desemperio
motor global, mostrd que el tiempo total



presentd un ligero aumento, mientras que
el tiempo de no movimiento disminuyd sin
ser estadisticamente significativo (fig. 6
texto). |

Los animales con transplante unilateral
mostraron una  tendenciahacia el
mejoramiento motor, aunque las pruebas
estadisticas aplicadas revelaron que el
mejoramiento fue sumamente
inconsistente, ya que unicamente en tres
de las doce curvas, la prueba de
Friedman revel6 diferencias significativas,
mientras que la prueba de Wilcoxon
mostré diferencias en Unicamente tres
puntos de todas las curvas (fig. 1 articulo).

A pesar de ello el desempeiio motor
global (fig. 6, texto), reveld que los

B TIEMPO TOTAL
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animales con transplante unilateral,
mejoraron  significativamente en su
desempeno motor global, casi tanto como
los animales que recibieron el transplante
de médula adrenal fresca.

El analisis histoldgico @
inmunocitoquimico del cerebro de los
animales con transplante de células
cultivadas (figs. 6 y 7 articulo), mostré que
aunque los transplantes presentaban una-
matriz inmunorreactiva a fibronectina
revelando la presencia de fibroblastos, el
estado del tejido era de completo
deterioro, con pocas células cromafines
inmersas en el tracto de inyeccién asi
como la presencia de macrofagos y una
marcada reaccion glial.
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Figura 6: Desempeiio motor global de los
cuatro grupo utilizados en este estudio evaluados
mediante el tiempo de movimiento y el tiempo de
no movimiento, expresados atraves de los

porcentajes de cambio promedio obtenidos de las
seis evaluaciones realizadas y analizados
estadisticamente mediante una prueba de t (*= p<

0.05 vs transplante falso).
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El procedimiento de implantacion que
seleccionamos en este estudio para la
implantacion de las células cultivadas, es
particularments  adverso  para la
sobrevivencia del tejido transplantado ya
que los transplantes de ceélulas

catecolaminérgicassobreviven mejor
cuando son colocados en la region
periventricular  que cuando  son

implantados en el interior del parénquima
estriatal (Nishino y cols., 1986b). Esta
estrategia ha sido utilizada por otros
grupos con el fin de incrementar la
eficiencia de los trasplantes
catecolaminérgicos por estar éstos
directamente inmersos en el estriado
denervado, desde donde puedan ejercer
mas directamente sus efectos benéficos.
Sin ernbargo, dada la pobre sobrevivencia
del tejido transplantado los resultados
conductuales obtenidos no son los
esperados. El escaso numerc de células
cromafines presentes en nuestros
transplantes de células  cultivadas
corrobora los resultados de reportes
anteriores sobre la pobre sobrevivencia
de los transplantes de meédula adrenal y
sugiere que los indices de sobrevivencia
de estos transplantes son aun menores al
5% (Stromberg y cols., 1985; Patel-Vaidya
y cols.,, 1985, Freed y cols., 1986b;
Doering, 1992), v mas semejantes al
0.1-1% reportado por Brundin vy
colaboradores (1985a).

Nuestros datos concuerdan con los
resultados de otros grupos, en donde la
sobrevivencia del tejido  adrenal
transplantado es sumamente pobre y en
donde se observd una recuperacion
modesta y transitoria de las funciones
motoras, como los reportados en ratones
jovenes (Bohn y cols., 1987), ratas vy
ratones viejos (Date y cols., 1989, 1990b;
Pezzoli y cols., 1990), primates (Hansen y
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cols., 1988; Bankiewicz y cols., 1990,
Kordower y cols., 1980), & incluso en
pacientes con enfermedad de Parkinson a
los que se les autotransplantd tejido
medular adrenal (Jankovic y cols., 1989,
Peterson y cols., 1989, Hirsch y cols.,
1990, Waters y cols., 1930).

Cabe destacar que a pesar de la
relativa abundancia de células cromafines
presentes en nuestros cultivos, la
proporcion de fibroblastos en el cultivo
era mayor gracias a su capacidad de
reproducirse en estas condiciones. Al
cosechar las celulas cultivadas
(separarlas del substrato), posiblemente
el proceso de tripsinisacion vy
centrifugacion redujo considerablemente
la poblacion de células cromafines las
cuales como se ha descrito son
sumamente sensibles a ésta y otro tipo de
manipulaciones.  Asi, aunque  se
transplantaron 300 GO0 células vivas,
posiblemente la proporcidon de fibroblastos
en el tejido implantado era
sustancialmente mayor, por lo que en este
tipo de transplantes se identificd una
densa matriz inmunoreactiva a
fibronectina.

En vista de lo antes expuesto, el pobre
mejoramiento en la coordinacidon motora
de las ratas viejas que recibieron
transplantes de células cultivadas, pudo
deberse a que la cantidad de tejido
utilizado en cada transplante (300 000
células) fue insuficiente para inducir algun
tipo de recuperacion. Posiblemente
mediante la utilizacion de volumenes de
tejido mayores o bien protegiendo a las
células a transplantar de las reacciones
citotoxicas mediadas por radicales libres y
calcio, y depurando el sistema de cosecha
del tejido cultivado, se puedan obtener
mejores resultados conductuales.



lLos datos histologicos sugieren que
posiblemente el mejoramiento en el
desemperio motor global de los animales
que recibieron transplante unilateral de
células cultivadas, podria ser la
combinacién de los efectos tempranos
ejercidos por el tejido transplantado y de
fendmenos plasticos inducidos por la
lesibn mecanica al introducir la
micropipeta y el tejido en el caudado
receptor, semejantes a los reportados por
Nieto-Sampedro y colaboradores (1987) y
Agnati y colaboradores (1992). Este
efecto no fue observado en los animales
con transplante bilateral posiblemente por
que los efectos de la lesidon mecanica
bilateral sobrepasaron la capacidad de
respuesta plastica del cerebro receptor
(Agnati y caols., 1992).

Por otra parte, el transplante de médula
adrenal fresca, colocada en bloque en el
interior del ventriculo lateral, fue el Unico
tipo de ftransplante capaz de reducir
significativamente las deficiencias
motoras de los animales viejos
transplantados durante todo el periodo de
evaluacion (fig. 3). Gage y colaboradores
(1983), reportaron ia recuperacion de las
funciones motoras en ratas viejas de la
cepa Sprague Dawley mediante el
transplante de tejido catecolaminérgico
mesencefalico. Sin embargo los autores
unicamente observaron recuperacién en
dos (puente cuadrado y puente redondo)
de las cinco pruebas motoras utilizadas
(actividad locomotora, reflejo prensil vy
conducta de nado), las cuales no son
motoramente tan demandanies como |a
prueba de {a viga inclinada.

El analisis histoldgico e
inmunocitoquimico de los transplantes en
blogue reveld una buena integracion y
sobrevivencia del implante asi como, la
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presencia de ceélulas cromafines en el
interior del tejido transplantado. Algunas
de las células identificadas como
cromafines mostraban cambios
fenotipicos extendiendo prolongaciones y
adquiriendo una morfologia similar a la de
una neurona (fig 8). Este resultado es la
primera evidencia de que en el cerebro
envejecido las celulas  cromafines
transplantadas puedan sufrir cambios
fenotipicos, aunque ya ha sido reportado
que en el cerebro adulto las células
cromafines transplantadas pueden
cambiar su fenotipo (Nishino y cols,,
1988). Este cambio en el fenotipo de
algunas células cromafines podria ser
indicio de la posible accion de factores
troficos en el cerebro receptor o bien
contenidos en el tejido implantado.

La tincidon inmunocitoquimica de tirosina
hidroxilasa reveld un halo de tincion
localizado en el cuerpo calloso vecino al
transplante, sin embargo no se lograron
identificar fibras que desde el transplante
invadieran a esta estructura, confirmando
la escasa capacidad del los transplantes
de meédula adrenal para reinervar el
caudado receptor. Cabe resaltar que tanto
la inmunotincidn de fibronectina como la
de GFAP presentaron patrones de tincion
en el cuerpo calloso muy similares a los
observados c¢on la inmunotincidon de
tirosina hidroxilasa. Este tipo de halos de
inmunotincion  positiva a  tirosina
hidroxilasa rodeando los transplantes de
médula adrenal han sido a su vez
reportados en elraton (Bohn y cols., 1987;
Date y cols., 1990b), en primates (Findaca
y cols., 1988; Hansen y cols., 1988; Baker
y Ridley, 1992), e incluso en humanos
(Kordower y cols., 1990).

Los autores de estos estudios han
sugerido que posiblemente la meédula



adrenal transplantada puede ejercer un
efecto tréfico sobre las neuronas de la
SNc, las que al no haber sido lesionadas
con MPTP o 6-OHDA, podrian responder
a la presencia del implante mediante
formacién de nuevas neuritas que en este
caso rodean el transplante vy
posiblemente, a través de este proceso
logren reducir las deficiencias motoras.
Incluso en uno de nuestros transplantes
(fig. 8), fue posible el detectar algunas
fibras  particularmente  gruesas e
inmunoreactivas & tirosina hidroxilasa, las
cuales pudieron ser identificadas
ascendiendo a traveés de la porcidn lateral
del cuerpo estriado, siguiendo el curso de
la pared del ventriculo lateral y a través
del cuerpo calloso penetrando al interior
del transplante.

La inmunotincién de fibronectina en los
transplantes en bloque reveld la presencia
de fibroblastos ademas de una intrincada
matriz similar a la que puede ser
observada con esta misma tincién en la
médula adrenal intacta. La inmunotincion
de GFAP reveld la presencia de
abundantes astrocitos reactivos
invadiendo el cuerpo calloso vecino al
transplante pero ninguno dentro de este
manteniéndose bien delimitados el tegjido
transplantado y el cerebro receptor.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la
viga inclinada es una prueba sensible y
confiable, asi como una poderosa
herramienta para la deteccibn de
disfunciones de la coordinacidén motora
dependientes de la edad en roedores
experimentales. Por otra parte
resultados farmacoldgicos de este estudio

los
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sugieren que en la manifestacién de las
deficiencias motoras dependientes de la
edad, la participacion del sistema
dopaminérgico estriatal es sumamente
importante. Sin embargo, la reduccién de

las deficiencias motoras de las ratas
vigjas por accion de la L-dopa 6
D-anfetamina es solamente parcial,
sugiriendo que otros sistemas
involucrados en la regulacién de la
coordinacion motora estan igualmente
alterados por el proceso de

envejecimiento. La identificacion de estos
sistemas asi como sus alteraciones
pueden ser a su vez estudiadas mediante

esta prueba bajo protocolos
experimentales 0 farmacoldgicos
adecuados.

Los transplantes de meédula adrenal
fetal, implantados como bloque de tejido
en el ventriculo lateral, pero no los
transplantes de células cultivadas de esta
misma glandula, logran reducir
significativamente y a largo plazo las
deficiencias motoras en ratas viejas. El
patron de disminucién de las deficiencias
motoras inducido por este tipo de
transplantes es muy similar al patrén
observado ante la administracion de L-
dopa (50 mg/Kg). Sin embargo,
aparentemente el transplante tiene un
efecto  maspronunciado sobre la
coordinacion del animal en las vigas mas
delgadas las cuales requieren de un mejor
desenvolvimiento motor, mientras que la
L-dopa parece tener un efecto mas
acentuado sobre las vigas mas gruesas
(fig. 5 articulo).

La integracidon y sobrevivencia de los
transplantes en bloque concuerdan con
reportes previos en los que se transplanto
tejido fetal al cerebro envejecido en otros
sisternas (Azmitia y cols., 1981; Azmitia,



1987), sin embargo estas observaciones
no parecen ser aplicables a los
transplantes de células cultivadas.

Las evidencias conductuales vy
morfolégicas de este estudio sugieren que
posiblemente el efecto de los transplantes
de médula adrenal sobre la coordinacion
motora de las ratas viejas podria ser a
través de la interaccion tréfica entre el
transplante y el cerebro receptor. Mas
aun, en un trabajo previo realizado en
este laboratorio se reportd que las
alteraciones elctrofisiologicas
dependientes de la edad observadas en
las células dopaminérgicas de la SNc,
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pueden ser parcialmente restituidas
mediante el transplante de meédula
adrenal al ventriculo lateral (Lavin vy
Drucker, 1991), indicando que
posiblemente el tejido transplantado
podria estar actuando sobre las
propiedades eléctricas de estas neuronas.
Sin embargo otro tipo de mecanismos de
accion como una posible regulacion
positiva de los receptores a dopamina o
un aumento de los niveles de dopamina
intraestriatal no pueden ser descartados,
aunque evidencias recientes parecen
descartar esta ultima opcion (Becker vy
Freed, 1988; Becker y cols., 1990a,b).
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