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1. RESUMEN DE PROYECTO

El objetivo del presente proyecto ha sido investigar los
mecanismos involucrados en la recuperacion funcional de
alteraciones motoras producidas por la lesion de la cor-
teza frontal mediante trasplantes neurales, en ratas adul-
tas. La metodologia empleada ha incluido pruebas con-
ductuales, meétodos electrofisiolégicos y técnicas
inmunohistoquimicas e histologicas. Los animales se con-
dicionaron en un test motor especifico de habilidad motora
fina y se determin6 su mano preferente. A continuacion, se
realizd una lesion en la corteza frontal contralateral a la
mano preferente y se evaluod la efectividad de la lesion
mediante el test de conducta. Posteriormente, en un grupo
de animales lesionados se trasplant¢ tejido cortical em-
brionario en la cavidad producida por la lesion; en un se-
gundo grupo, se utilizéd tejido fetal amigdalino como tejido
donante; y en un tercer grupo, se trasplanté nervio ciatico
de rata adulta. Estos tres grupos seran compararon con
un grupo de animales controles. A los tres meses post-
trasplante, tanto los animales con trasplantes de tejido
fetal amigdalino como aquellos con trasplantes de tejido
cortical mejoraron el déficit motor inducido por la lesion.
Por el contrario, los animales con trasplantes de nervio
ciatico no presentaron ninguna mejoria.

2. DESARROLLO DEL PROYECTO

Para la realizacion del proyecto hemos realizado una serie
experimental de ratas Wistar de acuerdo al disefio experi-
mental propuesto, que constd de las siguientes fases: 1)
Fase preoperatoria; 2) Lesion de la corteza frontal; 3) Fase
post-lesion; 4) Trasplante; 5) Fase post-trasplante; 6) Re-
gistros electrofisiolégicos; y 7) Estudios inmunohistoquimi-
cos e histologicos.

3. FASE PREOPERATORIA

Tras la recepcion de los animales, se realiz6 la adaptacion
de los animales a las condiciones del estabulario de nues-
tro laboratorio durante 7 dias. A continuacion, los animales
fueron separados en jaulas individuales y pesados, consi-
derando dicho peso como el 100% del peso inicial ad libi-
tum. El manejo de los animales y los experimentos se
realizaron de acuerdo con la Normativa Europea y el Real
Decreto 223/1988, sobre proteccion de los Animales Utili-
zados para Experimentacion y otros Fines Cientificos, re-
duciéndose al maximo el numero de animales utilizados
para el desarrollo del presente estudio.

En esta primera fase del disefio experimental, los ani-
males se condicionaron en el test de habilidad motora fina.
En este test, el animal es condicionado para ejecutar mo-
vimientos de gran precision motora de extension y flexion
de los digitos con el fin de obtener comida. Para la reali-
zacion del test, los animales fueron privados de comida
hasta alcanzar el 86-88% de su peso ad libitum, con el fin

de motivar a los animales para la ejecucion de la prueba.
El control del peso se realizé pesando a los animales dia-
riamente y administrandoles la comida segun el valor del
peso de cada dia. Para realizar la prueba de conducta, el
sujeto experimental se situd en la caja de test en sesiones
individuales de 3 minutos de duracion, con la habitacion
iluminada con un foco orientado indirectamente hacia la
caja. Cuando el animal accedio a la bandeja que contenia
los pellets de pienso, siempre o hizo con una Unica mano,
lo que permitié determinar la mano preferente del animal.

Caja de test

El test de conducta se realizo en una habitacion aislada de
ruidos y en condiciones de semioscuridad para asegurar
la atencion del animal en la prueba. La caja de test consis-
ti6 en una caja metalica (35 x 22 x 26 cm.), con el suelo de
barras metalicas de 3 mm de diametro, separadas entre si
por una distancia de 12 mm y a una distancia de 2,5 cm
del fondo de la caja. Todas sus paredes eran de metacri-
lato pintadas de negro mate para evitar cualquier reflejo
que pudiera distraer al animal durante la prueba, excepto
la pared frontal que era de metacrilato transparente con el
objeto de que el animal pudiera ser observado por el ex-
perimentador. La pared frontal tenia tres agujeros de 2 cm
de diametro cada uno y separados entre si 5 cm y a una
distancia de 7,5 cm del suelo de la caja. Perpendicular a
la pared frontal, y separada de ella 1 cm, se coloco una
bandeja de 5 cm de ancho, con una hendidura central de
2 cm de anchoy 0,5 cm de profundidad, donde se situaron
los pellets de pienso estandarizados de 1 mg de peso. En
la figura 1 se muestra una fotografia de la caja de test,
observandose la disposicion de los agujeros de la pared
frontal y la bandeja de pellets.

Si el animal queria consumir comida, tenia que acce-
der a la bandeja de pellets de pienso, a través de uno de
los agujeros de la pared frontal, solamente con una de las
manos delanteras (derecha o izquierda) ya que ambas
manos no cabian a la vez por los agujeros.

Parametros evaluados en el test de comportamiento

Durante la prueba de comportamiento, fueron evaluados
dos parametros:

Numero total de respuestas: Suma de respuestas co-
rrectas e incorrectas realizadas con ambas manos.

Porcentaje de respuestas correctas sobre el numero
total de respuestas: Porcentaje de respuestas correctas
realizadas con la mano preferente con respecto al nimero
total de respuestas realizadas con ambas manos.

Para comprender los parametros evaluados durante el
test de comportamiento, a continuacion se define lo que
se considerd una respuesta correcta y una respuesta in-
correcta durante la ejecucion de la prueba.

Respuesta correcta: Se considerd una respuesta co-
rrecta cuando el animal realizé una secuencia comporta-
mental adecuada en la caja de test para obtener alimento.
Es decir, el animal tenia que acceder a la bandeja de
pellets de pienso a través de uno de los agujeros de la
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Figura 1. Fotografia de la caja de test utilizada en la prueba comportamental de habilidad motora fina. Se puede apreciar la disposicion de los
agujeros de la pared frontal, la posicion de la bandeja de pienso y las barras inferiores que forman el suelo de la caja. Dentro de la caja se
observa una rata durante la realizacion de una respuesta en la que el animal esta introduciendo una de sus manos por un agujero de la pared

frontal con el fin de coger un pellet de pienso.

pared frontal, solamente con una de las manos delanteras
(derecha o izquierda), tocar el pellet, flexionar los digitos
cogiendo el pellet, introducir la mano con el pellet en la
caja de test y llevarse el pellet a la boca.

Respuesta Incorrecta: Se consider6 una respuesta in-
correcta cuando el animal fallé en algunos de los actos de
la secuencia comportamental, descrita anteriormente. Es
decir, aquella en la que el animal accede a la bandeja de
pellets de pienso a través de uno de los agujeros de la
pared frontal, toca el pellet, no flexiona bien los digitos y
lo arrastra; por lo tanto el pellet cae en el hueco entre la
bandeja y la pared frontal y el animal ya no puede acceder
a él; o bien, el animal accede a la bandeja, toca el pellet,
flexiona los digitos cogiendo el pellet, pero no lo lleva
adecuadamente a la boca, si no que el pellet cae al fondo
de la caja y el animal ya no lo puede recuperar para co-
meérselo.

En esta fase preoperatoria se determind la mano pre-
ferente del animal (derecha o izquierda). Se considero la
mano preferente aquella con la que el animal efectud al
menos el 80% del total de respuestas correctas.

Se consider6 que un animal estaba condicionado du-
rante la fase preoperatoria cuando el porcentaje de res-
puestas correctas fue del 60%, durante 3 sesiones conse-
cutivas. El tiempo medio aproximado para alcanzar el
criterio de condicionamiento fue de 10 dias. Los valores
del numero total de respuestas y del porcentaje de res-
puestas correctas, obtenidos en el test de habilidad mo-
tora fina, se utilizaron para la distribucion de los animales

en los distintos grupos, de tal forma que no hubiera dife-
rencias significativas entre los grupos, tanto respecto a la
media del numero total de respuestas como al porcentaje
de respuestas correctas.

4. FASE DE LESION

Una vez completada la fase preoperatoria, los animales se
distribuyeron en dos grupos, un grupo que fue lesionado
en el area de la corteza motora correspondiente a la mano
anterior, de acuerdo a las coordenadas estereotaxicas es-
tablecidas por Neafsey y colaboradores (1986) para dicha
zona, y un grupo control. El grupo control fue sometido al
mismo procedimiento quirdrgico que el grupo lesionado,
exceptuando la lesion propiamente dicha. Las lesiones se
realizaron por aspiracion en la corteza motora contralateral
a la mano preferente del animal. El objetivo de esta fase
fue lesionar la zona de la corteza motora que controla los
movimientos de extension y flexion de los digitos, necesa-
rio para la ejecucion del test de habilidad motora fina uti-
lizado en el presente estudio.

Todos los animales permanecieron en ayunas 24 horas
antes de la intervencion quirurgica y fueron anestesiados
profundamente con Equitesina (1ml/250 gr de peso corpo-
ral) antes de ser lesionados.

Para la fijacion del craneo de la rata se utilizé un apa-
rato estereotaxico que permitié, mediante el movimiento
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de un manipulador en los tres ejes del espacio, la locali-
zacion exacta de las coordenadas. Las coordenadas de
la lesion fueron las siguientes: Anteroposterior (AP)= 1- 4
mm, anterior a bregma; Lateralidad (L) =1- 3,5 mm, con
respecto a la linea media. El limite ventral de la lesion fue
el cuerpo calloso.

Una vez que el animal estuvo profundamente aneste-
siado, se fijo en el aparato estereotaxico, situando los in-
cisivos 5 mm por encima de la linea interaural. Para poder
llevar a cabo el proceso de lesion con la maxima preci-
sion, se utilizd una lupa quirdrgica Zeiss con aumentos y
luz regulables. Finalizado el proceso quirurgico, cada ani-
mal fue colocado de nuevo en su jaula sobre una lamina
de papel de filtro para evitar la obstruccion de las vias
respiratorias por la aspiracion del polvo de las virutas de
serrin, y se mantuvo bajo vigilancia para controlar la pér-
dida de calor corporal hasta la recuperacion total de la
actividad, momento en el cual se le suministré agua.

Al dia siguiente, una vez que se comprobd que el
animal estaba en perfecto estado y que el transito intesti-
nal controlado por las defecaciones era correcto, se pro-
cedio a suministrarle comida.

5. FASE COMPORTAMENTAL
POST-LESION

Una vez recuperados de la operacion quirurgica, todos los
animales fueron ensayados de nuevo en el test de habili-
dad motora fina para comprobar la efectividad de la le-
sion. Todos los animales se pesaron y se restringio el su-
ministré de alimento para mantener nuevamente su peso
en el 86-88% del peso ad libitum.

El test conductual se aplicé durante 3 dias consecuti-
VOS como maximo. Se considerd que la lesion habia sido
efectiva cuando los animales cambiaron de mano, pa-
sando a utilizar su mano no preferente para obtener la
comida, o bien redujeron el porcentaje de respuestas co-
rrectas al menos en un 30% comparado con su valor en la
fase preoperatoria.

Los animales que durante el test de habilidad motora
fina no mostraron lesiones efectivas, fueron sometidos a
una nueva intervencion quirurgica, para comprobar el ta-
mafio de la lesion efectuada, aumentando su tamafio en
los casos en que fue necesario.

Solo los animales en los que se comprobd mediante
el test de habilidad motora fina que la lesion habia sido
efectiva pasaron a la fase de trasplante.

Una vez que los animales finalizaron esta fase, fueron
alimentados ad /libitum. Cuando recuperaron su peso se
procedid a estabularlos por parejas y a realizar los tras-
plantes.

6. TRASPLANTES

Solo los animales con lesiones efectivas fueron sometidos
al proceso de trasplante.

Tanto los animales que iban a ser trasplantados (hués-
pedes) como los animales controles permanecieron en
ayunas 24 horas antes de la intervencion quirdrgica. Todos
los animales fueron anestesiados profundamente antes de
ser trasplantados.

La obtencion del tejido donante y la preparacion del
huésped se realizaron simultdneamente con el fin de evitar
el almacenamiento del trasplante en suero glucosado, ase-
gurando asi su supervivencia. Los trasplantes realizados
fueron trasplantes solidos que se implantaron en la cavidad
producida por la lesion en la corteza motora de los animales
huéspedes. Se han realizado, trasplantes de tejido cortical
implantado homotopicamente en la corteza motora de los
animales huéspedes (trasplantes homotépicos) y trasplan-
tes de tejido amigdalino, o de nervio ciatico de rata adulta
implantados heterotopicamente en la corteza motora de los
animales huéspedes (trasplantes heterotopicos).

6.1. Obtencion del tejido donante

Tanto para los trasplantes de tejido cortical como para los
trasplantes de amigdala, el tejido donante se obtuvo de
embriones de rata procedentes de una hembra gestante.

Para los trasplantes homotopicos corticales se utilizd
tejido cortical frontal procedente de embriones de 16 dias
de desarrollo embrionario (E16). Para los trasplantes de
amigdala el tejido donante se obtuvo del primordio de la
amigdala de embriones de 15 dias de desarrollo embrio-
nario. En el caso de los trasplantes de nervio ciatico, el
tejido donante se obtuvo de rata adulta. La localizacion en
el embridn de la zona correspondiente a los distintos tipos
de tejidos donantes utilizados, se realizd de acuerdo al
Atlas del Desarrollo Prenatal del Cerebro de Altman y
Bayer (1995). Todo el proceso de obtencion del tejido
donante se realizé en suero glucosado estéril.

La hembra gestante permanecio profundamente anes-
tesiada, a temperatura constante, durante todo el proceso
quirdrgico. Se procedi6 a realizar una incision en la zona
sub-abdominal de la hembra gestante, a través de la cual
se tuvo acceso a los dos cuernos uterinos donde se loca-
lizaban los embriones. Los embriones se extrajeron uno
por uno, comenzando por el extremo del cuerno y mante-
niendo el resto de los embriones dentro del seno materno
hasta su utilizacion. Una vez extraido el embrion, se eli-
mind la placenta y se procedio a la diseccion del cerebro
con la ayuda de una lupa.

Para la obtencion del tejido donante cortical, se disec-
ciond el cerebro de un embrion de E16 vy, tras la elimina-
cion de las meninges, se obtuvo de cada hemisferio una
pequefia pieza de 2 mm?, aproximadamente, del area cor-
tical frontal incluyendo todo el grosor de la corteza, que se
trasplanté en la cavidad producida por la lesion en la cor-
teza motora de los animales huéspedes.

La eleccion de embriones de E16 se baso en estudios
previos de trasplantes corticales que indican que esta
edad embrionaria es la optima para la supervivencia y
exito del trasplante. En la figura 2 se presenta un esquema
del area cortical frontal del embrion, seleccionada como
tejido donante.
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Figura 2. Dibujo tridimensional en el que se detalla (en rojo) la region
cortical frontal del cerebro de un embrién de E16 utilizada como te-
jido donante para los trasplantes homotépicos de tejido cortical.

Para los trasplantes de amigdala, las piezas de tejido
obtenidas del primordio de la amigdala tuvieron un volu-
men de 1 mm3 aproximadamente. En la figura 3 se mues-
tra un esquema donde se detalla la zona de donde se
extrajo el tejido donante amigdalino.

Figura 3. Dibujo tridimensional en el que se detalla (en rojo) el primor-
dio de la amigdala en el cerebro de un embrién de E15 utilizado
como tejido donante para los trasplantes heterotopicos amigdalinos.

El tejido donante para los trasplantes de nervio ciatico
se obtuvo de la rata gestante de la que se obtuvieron los
embriones para los trasplantes de tejido embrionario, mini-
mizando asi el numero de animales utilizados, como esta-
blece la normativa vigente sobre experimentacion animal.
Para la diseccion del nervio ciatico se situ6 al animal en
posicion lateral y se realizd una incision entre los musculos
vasto lateral y biceps femoral, dejando visible el nervio
ciatico. Una vez extraido el nervio ciatico se retird cuidado-
samente el tejido conjuntivo que rodea al nervio y se sec-
ciond en pequenas piezas, de 2 mm de longitud aproxima-
damente, que se implantaron en la cavidad producida por

la lesion en el huésped. Una vez completada la obtencion
de los nervios ciaticos se procedi¢ al sacrificio de la hem-
bra gestante con una sobredosis de anestesia.

6.2. Preparacion de los animales huéspedes

Para la realizacion de los trasplantes cada uno de los ani-
males huéspedes, profundamente anestesiados, se fijé en
el aparato estereotaxico. La preparacion del animal hués-
ped se realizd simultaneamente a la obtencion del tejido
donante. Asi, en el mismo momento en que la cavidad del
huésped estuvo preparada para recibir el trasplante, éste
se acababa de extraer del embridn y estaba dispuesto
para ser introducido en la cavidad de la corteza motora del
animal huésped. En la mayoria de los animales se implan-
taron 2 piezas de tejido donante, excepto en el caso de los
trasplantes del nervio ciatico que siempre se implantd una
pieza. Para manipular las piezas de trasplante e introducir-
las en la cavidad del huésped se utilizo un capilar de vidrio
transparente unido a una jeringa de insulina. La localiza-
cion de las piezas de tejido una vez trasplantadas en la
cavidad del huésped fue controlada en todo momento del
proceso a través de una lupa quirurgica, asegurando asi la
posicion de las mismas dentro de la cavidad. Una vez
colocados los trasplantes en la cavidad y verificada la po-
sicion de éstos, se retirod el liquido sobrante para evitar que
el tejido trasplantado pudiera salir de la cavidad. Encima
del tejido trasplantado se situd un pequefio trozo de espon-
gostan vy, finalmente, se sutur6 la piel.

Tras la realizacion de los trasplantes se dejé que el
trasplante se desarrollase durante un periodo de 3 meses
aproximadamente, al cabo de los cuales se realizd de
nuevo el test de conducta para evaluar el efecto del tras-
plante sobre el déficit motor producido por la lesion.

7. FASE COMPORTAMENTAL
POST-TRASPLANTE

Aproximadamente tres meses después de la realizacion
de los trasplantes, los animales fueron separados en jau-
las individuales. Se procedi6 a pesarlos y se restringio de
nuevo la alimentacion hasta alcanzar el 86-88% de su
peso ad libitum. Posteriormente, todos los animales fueron
evaluados en el test de habilidad motora fina para valorar
el efecto del trasplante sobre el déficit motor causado por
la lesion. Los animales fueron evaluados en el test de
conducta durante 3 sesiones, en las mismas condiciones
que durante las fases preoperatoria y post-lesion, es decir,
el animal podia acceder libremente con ambas manos a
los pellets situados en la bandeja de la caja de test. Tras
esta primera etapa de acceso libre a la comida, se proce-
dié a obligar a los animales a utilizar su mano preferente
(mano afectada por la lesion), mediante la colocacion de
un brazalete en su mano no preferente, el cual impedia
que el animal pudiera coger los pellets con dicha mano.
Asi pues, si el animal queria acceder a la comida, solo le
cabia la posibilidad de utilizar la mano preferente.
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El brazalete consistié en una pieza gruesa de gasa
sujeta a la pata del animal mediante esparadrapo (Figura
4). El brazalete no le impidié al animal movimientos, como
la flexion de los digitos para apoyar la mano sobre los
agujeros de la pared frontal. El brazalete solo se le coloco
al animal en el momento de realizar el test conductual. Los
animales se evaluaron durante 7 sesiones individuales de
3 minutos de duracion.

Figura 4. Fotografia de un animal con el brazalete colocado en su
mano no preferente, para forzar el uso de la mano preferente en el
test de habilidad motora fina.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados comportamentales se analizaron estadisti-
camente mediante analisis de varianza (ANOVA). Para las

—— Control SG

MEDIA % RESPUESTAS CORRECTAS

HomG

S

comparaciones de los distintos grupos en la fase post-
trasplante, se empled6 ANOVA de dos vias (grupo x se-
sion). Cuando el ANOVA de dos vias mostro diferencias
significativas entre los grupos (p<0,05), se procedi6 a rea-
lizar ANOVAs comparando todos los grupos en cada una
de las sesiones. Para comparar las medias de cada grupo
en cada una de las sesiones se utilizé el test de Newman-
Keul.

9. RESULTADOS

Resultados comportamentales

Los resultados obtenidos han puesto de relieve que tanto
los animales con trasplantes de tejido fetal amigdalino
como aquellos con trasplantes de tejido cortical presenta-
ron una mejoria del déficit motor producido por la lesion.
Esta mejoria fue evidente cuando los animales fueron obli-
gados a utilizar la mano afectada por la lesion (resultados
post-trasplante “con brazalete”). Por el contrario, los ani-
males con trasplantes de nervio ciatico no presentaron
ninguna mejoria del déficit motor.

En la figura 5 se representa la media del porcentaje
de respuestas correctas con la mano preferente sobre el
numero total de respuestas con ambas manos, en el test
de habilidad motora fina. Estan representados los resulta-
dos obtenidos en la fase preoperatorio (PRE), en la fase
post-lesion (PL) y en la fase post-trasplante. En esta ultima
fase, los animales fueron evaluados en dos condiciones:
1) Con libre acceso a la comida; y 2) Con el uso obligado
de la mano preferente (con brazalete). Los niveles de sig-
nificacion son con respecto al grupo control.

AHetG

* p<0.05
** p<0.01
# p< 0.005
## p<0.001

1 2 3 1 2 3 4 5 6 7
Acceso libre Con brazalete

FASE POST-TRASPLANTE

Figura 5. Media del porcentaje de respuestas correctas con la mano preferente sobre el numero total de respuestas, en el test de habilidad
motora fina. Los niveles de significacion son con respecto al grupo control.
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Figura 6. Media del numero total de respuestas (correctas mas incorrectas) con ambas manos, en el test de habilidad motora fina.

Con respecto al numero total de respuestas no se
observaron diferencias significativas entre los cuatro gru-
pos. En la figura 6 se representa la media del numero
total de respuestas (correctas mas incorrectas) con
ambas manos, en el test de habilidad motora fina. Se
presentan los datos obtenidos en las fases preoperatoria
(PRE), post-lesion (PL) y post-trasplante.

Resultados electrofisiologicos e inmunohistoquimicos

Una vez completados los estudios conductuales unos ani-
males se destinaron a la caracterizacion electrofisiolégica
de las neuronas trasplantadas y otros animales se desti-
naron a los estudios inmunohistoquimicos e histologicos
de los trasplantes.

De acuerdo a la metodologia presentada, se han rea-
lizado registros intracelulares en secciones de cerebro “in
vitro” utilizando técnicas de fijacion de corriente.

Los registros electrofisioldgicos han presentado cierta
dificultad metodologica a la hora de obtener las rodajas de
cerebro conteniendo el trasplante, debido a que las ratas
en esta etapa tuvieron ya 6 meses de edad, aproximada-
mente, lo que dificultd la extraccion del cerebro; y, por otra
parte, porque los cerebros tienen que ser seccionados, sin
fijar, en un vibratomo, para obtener las rodajas de 400 pum.
Asi, en algunas ocasiones al pasar la cuchilla del vibratomo
por el trasplante, éste se desprendio del cerebro huésped
y en otros casos la rodaja que se obtuvo no fue todo lo
oOptima que se desearia para el estudio electrofisiologico
de las neuronas del trasplante. Esta dificultad fue mas
acentuada en los animales con trasplantes de tejido fetal
amigdalino en comparaciéon con los animales con trasplan-
tes de tejido cortical (homotopicos), dado que los trasplan-
tes heterotopicos amigdalinos fueron mas pequefios y

generalmente estan rodeados de un tejido conjuntivo de
tipo mixoide que dificultd aun mas la obtencion de rodajas
en el vibratomo.

Los registros electrofisiolégicos de neuronas de tras-
plantes homotopicos han permitido caracterizar 2 tipos
electrofisiologicos de neuronas en el trasplante: 1) neuro-
nas de descarga multiple, y 2) neuronas de descarga en
rafaga o “burst”. Estos 2 tipos de respuesta fueron simila-
res a las encontradas en la corteza motora de animales
controles. En todas las neuronas registradas, la estimula-
cion extracelular intra-trasplante evocé una respuesta ex-
citatoria postsinaptica (PEPs). Esta respuesta presentd una
amplitud variable dependiendo de la intensidad del esti-
mulo. Por otra parte, algunas neuronas registradas mostra-
ron también conexiones con la corteza adyacente del
huésped.

De acuerdo al disefio experimental, una vez completa-
dos los estudios conductuales post-trasplante, algunos ani-
males fueron destinados al estudio de los neurotransmiso-
res utilizados por las neuronas del trasplante utilizando
métodos inmunohistoquimicos. En este sentido, hemos in-
vestigado la presencia de acetilcolina, mediante la técnica
inmuhistoquimica para colina acetiltransferasa (ChAT), en-
zima involucrada en la sintesis de acetilcolina, y del &cido
gamma-amino butirico (GABA), mediante el empleo de an-
ticuerpos frente al enzima acido glutamico descarboxilasa
(GAD), enzima limitante en la sintesis de GABA.

Los resultados obtenidos en animales con trasplantes
de tejido cortical han puesto de relieve la presencia de
neuronas inmunopositivas para colina acetiltransferasa y
GAD en el trasplante, presentando estas células diferentes
tamafos y morfologias.

Los resultados electrofisioldgicos e inmunohistoqui-
micos obtenidos en el presente proyecto nos han per-
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mitido completar estudios iniciados con anterioridad.
Estos resultados han sido aceptados para su publica-
cion en la revista Journal Neurotrauma (Santos Torres
et al. 2009), figurando en dicha publicacion que el tra-
bajo ha sido financiado, entre otros, por la Fundacion
Mapfre.

Resultados histolégicos

En los animales que fueron trasplantados con tejido fetal
cortical (homotopicos) o con tejido fetal amigdalino, la tasa
de supervivencia del trasplante fue del 100%, a los tres
meses post-trasplante. En los animales con trasplantes de
nervio ciatico se observd, en algunos pocos casos, la su-
pervivencia del trasplante; si bien en la mayoria de los
animales el trasplante no sobrevivid a los 3 meses post-
trasplante.

Tanto los trasplantes de tejido cortical como los tras-
plantes de tejido amigdalino presentaron diferentes tama-
fos. Los trasplantes de tejido amigdalino fueron en gene-
ral mas pequenos que los trasplantes de tejido cortical y
aparecieron, generalmente, rodeados de un tejido conjun-
tivo de tipo mixoide en continuidad con el tejido meningeo
cerebral.

Con respecto a la citoarquitectura de los trasplantes,
tanto en los trasplantes de tejido cortical como de tejido
amigdalino, los trasplantes estaban constituidos por agru-
paciones de células separados por haces de fibras, pre-
sentando las células diferentes tamafnos (Figura 7). En
ningun caso, se observo la estratificacion caracteristica de
la corteza normal del huésped. La interfase trasplante-
huésped fue en general evidente sobre todo en los tras-
plantes heterotopicos amigdalinos y se caracterizé por la
presencia de fibras que rodeaban el trasplante.

Figura 7. Seccion coronal de un trasplante de tejido fetal amigdalino, tefiido con violeta de cresilo. T: trasplante, H: huésped.
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10. CONCLUSIONES

La lesion de la corteza frontal motora, en ratas adultas,
induce un déficit en el test conductual de habilidad
motora fina.

Tanto los trasplantes de tejido amigdalino embrionario
como los trasplantes de tejido cortical embrionario in-
ducen una mejoria/recuperacion del déficit motor en la
habilidad motora fina causado por la lesién de la cor-
teza frontal.

La mejoria inducida por los trasplantes de tejido corti-
cal o amigdalino fue mas evidente cuando los anima-
les fueron obligados a utilizar la mano afectada por la
lesion.

Los animales con trasplantes de nervio ciatico no pre-
sentaron mejoria del déficit motor producido por la
lesion.

Los trasplantes de tejido cortical o amigdalino sobre-
vivieron después de tres meses de su implantacion en
la cavidad producida por la lesion.

Las caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas
de los trasplantes de tejido cortical fueron similares a
las de las neuronas de la corteza normal. Las neuro-
nas de los trasplantes presentaron conexiones intra-
trasplante y con la corteza adyacente del huésped.
Las células de los trasplantes de tejido cortical pre-
sentaron metabolismo para neurotransmisores excita-
torios (neuronas inmunopositivas para el enzima colina
acetiltransferasa) e inhibitorios (neuronas inmunorreac-
tivas para el enzima acido glutamico decarboxilasa).
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