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El trasplante de astrocitos encapsulados mejoran el déficit motor en la habilidad

manual producido por la lesion de la corteza frontal en ratas adultas

Transplant of encapsulated astrocyte ameliorate lesion-induced motor deficits in adults rats

with frontal cortex injury
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Resumen

Objetivo: Investigar la capacidad de trasplantes de astrocitos encapsulados en esferas de alginato de recuperar
el déficit en la habilidad manual producida por la lesion de la corteza frontal, en ratas adultas.

Material y metodologia: Se utilizaron ratas Wistar, y se emplearon pruebas conductuales, cultivos celulares,
técnica de encapsulacion de células y trasplantes. Los animales se condicionaron en un test de habilidad moto-
ra fina y se determind su mano preferente. Se lesioné la corteza frontal contralateral a la mano preferente y se
evalud la efectividad de la lesion mediante el test de conducta. En un grupo de animales lesionados se tras-
planté astrocitos encapsulados en esferas de alginato en la cavidad producida por la lesion; en un segundo
grupo, se trasplantd tejido cortical fetal; y en un tercer grupo, se implant esferas de alginato sin células.
Resultados: A los tres meses post-trasplante, tanto los animales con trasplantes de astrocitos encapsulados co-
mo con trasplantes de tejido cortical mejoraron el déficit motor inducido por la lesién. Los animales con tras-
plantes de esferas de alginato vacias no experimentaron mejoria.

Conclusion: Los trasplantes de astrocitos encapsulados mejoran, a largo plazo, el deficit motor. El alginato in-
dujo efectos secundarios en el huésped.
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Abstract

Objetive: To investigate whether transplants of encapsulated astrocytes in alginate spheres were able to reco-
ver the deficit in motor skills produced by frontal cortex lesion, in adult rats.

Material and method: Male Wistar rats were used. Behavioral test, tissue culture, astrocyte transplants and
immunocytochemical and histological techniques were applied. Animals were conditioned in a paw reaching
for food task and the preferred paw determine. Lesion was produced in the frontal cortex contralateral to the
preferred paw and the effectiveness of the lesion tested. In one group of lesion animals, encapsulated astrocy-
tes in alginate spheres were implanted in the lesion cavity; in a second group, fetal cortical tissue was used as
donor material; while in a third group empty alginate spheres were implanted.

Results: Three months after grafting, the rats with encapsulated astrocyte or with fetal cortical tissue trans-
plants ameliorated the lesion-induced motor deficit. The rats with implant of empty alginate spheres showed
no improvement.

Conclusion: Transplants of encapsulated astrocytes in alginate spheres induce a long- term improvement of
motor lesion deficits. The alginate induced long-term side effects on the host.
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I Introduccion

Las lesiones de la corteza motora adulta producen alte-
raciones graves y frecuentemente irreversibles de la fun-
cién motora. Lesiones en dreas especificas de la corteza
frontal de la rata producen alteraciones en la habilidad
manual de las extremidades anteriores. Sin embargo, se ha
demostrado la recuperacion funcional de la discapacidad
en la habilidad motora fina producida por la lesion de la
corteza frontal, mediante trasplantes de tejido cortical em-
brionario, en ratas adultas [1]. Asimismo, los trasplantes
de tejido embrionario amigdalino son también capaces de
recuperar el déficit en la habilidad manual producida por
la lesion de la corteza motora [2]. Por otra parte, hemos
demostrado que el tejido trasplantado presenta respuestas
electrofisioldgicas a la estimulacién del cerebro huésped
[3], lo que sugiere que los trasplantes pueden llegar a inte-
grarse funcionalmente con el huésped y al menos, parcial-
mente, restaurar los circuitos que han sido previamente
dafiados.

Se ha sefialado que la recuperacion inducida por los tras-
plantes corticales, de déficit conductuales producidos por la
lesion de la corteza frontal en rata adulta, estaria relaciona-
da con la produccién de factores troficos mds que con el
desarrollo de conexiones con el cerebro del huésped [4][5].
Hay publicaciones que sugieren que factores neurotroficos
derivados de las células gliales, son los responsables de la
mejorfa funcional inducida por los trasplantes [6][7]. A la
vista de estos datos, el objetivo del presente proyecto ha si-
do investigar la capacidad de trasplantes de astrocitos de
recuperar el déficit en la habilidad motora fina producido
por la lesion de la corteza frontal en ratas adultas. Para este
estudio, hemos utilizado la tecnologia de encapsulacion de
células en esferas de alginato ultrapurificado [8][9]. Esta
nueva tecnologia se considera una estrategia terapettica
prometedora para la liberacion a largo plazo de sustancias
biolégicamente activas en distintas enfermedades, incluidas
las del sistema nervioso central [10][11].

I Material y metodologia

Se utilizaron ratas machos, de cepa Wistar, de 200- 250 g
de peso al comienzo de los experimentos. El manejo de los
animales y los experimentos se realizaron de acuerdo con la
Normativa Europea y el Real Decreto 1201/2005, sobre
proteccion de los animales utilizados para experimenta-
ci6on. Todas las fases del disefio experimental cuentan con el
informe favorable del Comité de Bioética de la Universidad
de Salamanca.

El disefio experimental const6 de una fase preoperatoria;
lesion de la corteza frontal; fase conductual post-lesion;

trasplante; fase conductual post-trasplante; y estudios in-
munocitoquimicos e histoldgicos.

Los animales fueron divididos al azar en 4 grupos: 1)
Animales con lesion en la corteza motora mas trasplante de
astrocitos encapsulados en esferas de alginato (Alg+AstG);
2) Animales con lesion en la corteza motora mas trasplante
de esferas de alginato sin astrocitos (vacias) (AlgG); 3) Ani-
males con lesion en la corteza motora mds trasplante de te-
jido cortical fetal (HomG); y 4) Animales con la corteza
motora indemne (Control).

Test conductual de habilidad motora fina

Las ratas se condicionaron para ejecutar movimientos de
gran precision motora de extension y flexion de los digitos
con el fin de obtener comida. El animal se situd en la caja
de test, en sesiones individuales de 3 minutos de duracion, y
se cuantificd, el nimero de respuestas correctas (coger un
«pellet» con la mano y comérselo sin que se le caiga duran-
te el proceso) e incorrectas (cuando falla algin paso de la
secuencia motora correcta) (Figura 1). Los pardmetros ob-
tenidos del test de comportamiento fueron el nimero total
de respuestas o suma de respuestas correctas e incorrectas
realizadas con ambas manos y el porcentaje de respuestas
correctas sobre el nimero total de respuestas o porcentaje
de respuestas correctas realizadas con la mano preferente
(derecha o izquierda) con respecto al nimero total de res-
puestas realizadas con ambas manos.

Este test se aplico en la fase preoperatoria para determinar

Fig. 1. Rata en la caja de test durante la realizacion de una res-
puesta, en la que el animal estd introduciendo una de sus manos
por un agujero de la pared frontal con el fin de coger un pellet de
pienso. Se puede apreciar la disposicion de los agujeros de la pa-
red frontal y la posicion de la bandeja de pienso.
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Fig. 2. Animal con el brazalete colocado en su mano no preferen-
te, para forzar el uso de su mano preferente para la obtencién de
comida, durante el test de habilidad motora fina.

la mano preferente del animal, en la fase post-lesion para
comprobar la efectividad de la lesion y en la fase post-tras-
plante. En la fase post-trasplante, se realizo en dos periodos
de tiempo: 1) A corto plazo (a los 20 dias post-trasplante),
y 2) A largo plazo (a los 3 meses post-trasplante). Tanto a
corto como a largo plazo, el test conductual se aplicé en dos
condiciones: con acceso libre a la comida con ambas manos;
y con el uso obligado de la mano preferente (mano afectada
por la lesion), mediante la colocaciéon de un brazalete en la
mano no preferente, el cual impedia que el animal pudiera
coger los pellets de comida con dicha mano (Figura 2). El
brazalete solo se le colocé al animal en el momento de reali-
zar el test conductual.

Técnicas quirargicas

Los animales fueron anestesiados con Equitesina (1ml.
/250 gr. de peso corporal, intraperitoneal). Todos los anima-
les, excepto los controles, se lesionaron unilateralmente en el
area de la corteza motora correspondiente al miembro ante-
rior [12]. La lesion se realizd por aspiracion en el hemisferio
contralateral a la mano preferente. Las coordenadas estereo-
taxicas 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. El procedimiento para los animales controles
fue idéntico, exceptuando la lesion propiamente dicha.

Sélo los animales con lesiones efectivas fueron trasplanta-
dos. En un grupo de animales, se trasplanté astrocitos en-
capsulados en esferas de alginato, en la cavidad de la corte-
za motora producida por la lesion de los animales

huéspedes; en un segundo grupo, se implantaron esferas de
alginato vacias; y en un tercer grupo, se utilizo tejido corti-
cal procedente de fetos de 16 dias de desarrollo embriona-
rio como tejido donante.

Trasplantes de astrocitos encapsulados en esferas de algi-
nato:

Los trasplantes se obtuvieron a partir de cultivos de as-
trocitos procedentes del cerebro de ratas Wistar recién naci-
das (P1). Los astrocitos crecieron en medio de cultivo Dul-
becco’s modified Eagle medium (DMEM) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino. Los cultivos se sembra-
ron en frascos y se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
humidificada, con 5% CO:, cambiando el medio de cultivo
cada 2-3 dias. Posteriormente, los astrocitos fueron encap-
sulados en esferas de alginato ultrapurificado (alginato-
LVG, Novamatrix, Noruega). Para ello, las células fueron
suspendidas en una solucién estéril de alginato al 1,5%
(p/v), obteniéndose una densidad celular de 2 x10°¢ célu-
las/ml de alginato. Para fabricar las esferas, 10 Il de la sus-
pension de astrocitos se depositaron en una solucion de ge-
lacién de cloruro calcico, en condiciones asépticas. Las
esferas formadas se mantuvieron en  DMEM completo, a
37°C, hasta su implantacion en la cavidad del huésped. El
didmetro de las esferas fue cuantificado (2 mm), y su mor-
fologia e uniformidad establecida utilizando un microsco-
pio oOptico invertido equipado con una camara. Todas las
esferas, tanto con células como sin células, presentaron una
morfologia esférica e uniforme. Las esferas sin células se
prepararon de forma idéntica, excepto que no se encapsula-
ron astrocitos (Figura 3).

Estudios inmunocitoquimico e histologico

Para caracterizar los cultivos de astrocitos se procesaron
inmunocitoquimicamente para la proteina gliofibrilar 4ci-
da (GFAP), proteina principal de los filamentos interme-
dios de los astrocitos maduros del SNC, utilizando un anti-
cuerpo primario especifico para la GFAP y un anticuerpo
secundario conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Figura 3).

Todos los animales se procesaron aplicando técnicas de
histologia convencional para investigar las caracteristicas
histoldgicas de las lesiones y los trasplantes. En algunos
animales se investigd la supervivencia de los astrocitos en-
capsulados a largo plazo (a los 10 meses post-trasplante),
mediante métodos inmunocitoquimicos para la localizacién
de la GFAP. Los animales previamente anestesiados con
Equitesina, se perfundieron con dextrano al 2% en tampdn
fosfato 0,1 M, pH 7,4 (PB), seguido de paraformaldehido
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Fig. 3. A) Astrocitos encapsulados en una esfera de alginato. B) Esfera de alginato vacia. C) Cultivo de astrocitos marcados inmunocito-
quimicamente para la GFAP, utilizando un anticuerpo secundario congugado con FITC. D) Detalle de un cerebro de rata donde se obser-
va una esfera de alginato con astrocitos encapsulados localizada en la cavidad del huésped. Se aprecia el gran tamafio de la cavidad.

al 4% en PB. Se disecciono el cerebro y se extrajo la esfera
de la cavidad. Se realiz6 un frotis de la esfera en un porta-
objetos y se fij6 con laca durante toda la noche. Luego, se
fijo el frotis con paraformaldehido al 4% en PBy se proce-
s6 inmunocitoquimicamente para la GFAP, empleando el
método de la avidina-biotina-peroxidasa (sistema ABC).

Andlisis Estadistico

Los resultados conductuales fueron analizados mediante
anélisis de varianza (ANOVA). Cuando el ANOVA global
mostrd diferencias significativas entre los grupos (p<0,05),
se realizaron ANOVAs parciales para comparar los 4 gru-
pos en cada una de las sesiones. Para comparar individual-
mente cada una de las medias se utilizo el test de Scheffe.

I Resultados

Los trasplantes de astrocitos encapsulados mejoran el dé-
ficit motor inducido por la lesion. En la fase preoperatoria,
todos los animales presentaron preferencia por el uso de
una de sus manos, y fueron clasificados como diestros o
zurdos cuando utilizaron, al menos en el 80% de sus res-
puestas correctas, la mano derecha o izquierda, respectiva-
mente. Se considerd que los animales estaban condiciona-
dos cuando el porcentaje de respuestas correctas fue igual o
superior al 60% durante 3 sesiones consecutivas. Para la
distribucion de los animales en los distintos grupos, se com-
probd que no existieran diferencias significativas ni en el
porcentaje de respuestas correctas ni en el numero total de
respuestas, entre los cuatro grupos (Figura 4, PRE) (Figura
5, PRE).

En la fase post-lesion, los animales se evaluaron de nuevo
en el test de habilidad motora fina, para comprobar la efec-
tividad de la lesion. Los animales lesionados presentaron
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Fig. 4. Media del porcentaje de respuestas correctas con la mano
preferente sobre el nimero total de respuestas con ambas manos,
en el test de habilidad motora fina en las fases preoperatoria
(PRE), post-lesion (PL) y post-trasplante. Los niveles de significa-
cién son con respecto al grupo control.

una disminucién significativa del porcentaje de respuestas
correctas, comparado con los controles (p<0,001). Todos
los animales del grupo control continuaron utilizando la
mano preferente, determinada en la fase preoperatoria,
mientras que los animales lesionados cambiaron de mano o
disminuyeron el porcentaje de respuestas correctas sin cam-
biar de mano preferente. La aplicacion a posteriori del test
de Scheffe mostrd una reduccion significativa del porcenta-
je de respuestas correctas en los tres grupos de animales le-
sionados (Alg+AstG, AlgG y HomG) con respecto al grupo
control (p<0,001), mientras que no se observaron diferen-
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Fig. 5. Media del namero total de respuestas, correctas mas inco-
rrectas, con ambas manos, en el test de habilidad motora fina en
las fases preoperatoria (PRE), post-lesién (PL) y post-trasplante.
Los niveles de significacion son con respecto al grupo control.

cias entre ellos (Figura 4 PL). Con respecto al nimero total
de respuestas no se observaron diferencias significativas en-
tre los cuatro grupos (Figura 5 PL).

En la fase post-trasplante los animales fueron evaluados
de nuevo en el test de habilidad motora fina, tanto a corto
plazo (a los 20 dias post-trasplante) como a largo plazo (a
los tres meses) para valorar el efecto del trasplante.

Corto plazo: En la etapa de acceso libre los animales se en-
sayaron en el test de conducta durante 3 sesiones, en las mis-
mas condiciones que en la fase preoperatoria y post-lesion;
esto es, con acceso libre a la comida con ambas manos. El
ANOVA puso de manifiesto diferencias significativas en el
porcentaje de respuestas correctas entre los grupos
(p<0,001). En los 3 grupos de animales trasplantados, el por-
centaje de respuestas correctas fue significativamente mds
bajo que en los controles. Los ANOVAs parciales, compa-
rando los 4 grupos en cada sesion, mostraron diferencias
muy significativas en las 3 sesiones (p<0,001 para todas
ellas). La aplicacion del test de Scheffe puso de relieve que los
porcentajes de respuestas correctas de los 3 grupos de anima-
les trasplantados (Alg + AstG, AlgG y HomG) eran inferiores
a los del grupo control en las 3 sesiones; sin embargo, no
presentaron diferencias significativas entre ellos. (Figura 4).

En la etapa de uso obligado de la mano preferente (con
brazalete), los animales fueron evaluados en el test de con-
ducta forzandoles a utilizar la mano preferente (mano afec-
tada por la lesion), mediante la colocacion de un brazalete
en la mano no preferente. El ANOVA global mostré dife-

rencias significativas entre los grupos (p<0,001). Los ANO-
VAs parciales mostraron diferencias significativas entre los
4 grupos en todas las sesiones (p<0,001 para las 3 sesio-
nes). El test de Scheffe revel6 un menor porcentaje de res-
puestas correctas en los tres grupos de animales trasplanta-
dos, estadisticamente muy significativo, comparado con los
animales controles, en todas las sesiones. Sin embargo, en-
tre los tres grupos de animales trasplantados no se observa-
ron diferencias significativas (Figura 4).

Largo plazo: Tres meses después de la realizacion de los
trasplantes, todos los animales fueron valorados nueva-
mente en el test de habilidad motora fina. Durante este pe-
riodo, un animal con trasplante de astrocitos encapsulados
muri6 y fue eliminado de los estudios estadisticos. Cuando
los animales tuvieron acceso libre a la comida, el ANOVA
mostré diferencias significativas entre los cuatro grupos
(p<0,001). Cuando se compararon los cuatro grupos en ca-
da sesion se observaron diferencias significativas en las tres
sesiones (p<0,001). El porcentaje de respuestas correctas de
los tres grupos de animales trasplantados (Alg+AstG,
HomG y AlgG) fue inferior al del grupo control en todas
las sesiones, excepto en la tercera sesion, en la cual los ani-
males con trasplante de tejido cortical no mostraron dife-
rencias significativas con respecto a los controles. Sin em-
bargo, no se observaron diferencias significativas entre los
animales trasplantados (Figura 4).

Cuando los animales fueron obligados a utilizar la mano
afectada por la lesion (con brazalete), el ANOVA global
mostré diferencias significativas entre los grupos (p<0,005).
Los animales con trasplantes de astrocitos encapsulados
presentaron una mejoria notable en el déficit motor; asi, su
porcentaje de respuestas correctas no present6 diferencias
significativas comparado con los controles en todas las se-
siones, excepto en las dos primeras. El porcentaje de res-
puestas correctas de los animales con trasplantes de tejido
cortical fue similar al de los animales controles en las 9 se-
siones, no existiendo diferencias significativas entre ambos
grupos. Por el contrario, los animales con trasplantes de es-
feras de alginato sin células (vacias), no presentaron mejo-
ria, mostrando diferencias significativas con respecto a los
controles en las 9 sesiones, excepto en la tercera (Figura 4).

Por otra parte, no se encontraron diferencias significati-
vas en el porcentaje de respuestas correctas entre los tres
grupos de animales trasplantados (Alg + AstG, HomG y
AlgG), excepto en las dos tltimas sesiones, en las cuales los
animales con trasplantes de astrocitos encapsulados presen-
taron un mayor porcentaje de respuestas correctas, estadis-
ticamente significativo, comparado con los animales con
trasplantes de esferas de alginato vacias.
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En la fase post-trasplante, el nimero total de respuestas
fue similar entre los cuatro grupos, no existiendo diferen-
cias estadisticamente significativas, excepto en la etapa a
corto plazo, con brazalete, en la cual el nimero total de res-
puestas de los animales con trasplantes de astrocitos encap-
sulados fue inferior al de los animales controles en las tres
sesiones; y en la primera sesion, los animales con trasplan-
tes de esferas de alginato vacias también mostraron diferen-
cias significativas respecto a los controles (Figura 5).

La tasa de supervivencia de los trasplantes de tejido corti-
cal fue del 100%, a los tres meses de la realizacion del tras-
plante. La cavidad producida por la lesion se presento relle-
na por tejido neural relativamente bien organizado.

En los animales con trasplantes de esferas de alginato,
tanto con astrocitos encapsulados como vacias, se presenta-
ron, sistemdticamente, problemas en el proceso de perfu-
si6n intracardiaca del fijador, quedando suprimida la perfu-
sion a los pocos minutos de su comienzo. Esta
circunstancia, no se presento ni en los animales con tras-
plantes de tejido cortical fetal ni en los animales controles,
y es la primera vez que se presenta en nuestro laboratorio.
Tras la extraccién del cerebro se comprobd que el cerebro
no habia quedado correctamente fijado. Para intentar re-
solver este problema se realizaron distintos ensayos, siendo
la inyeccion intraperitoneal de heparina, una hora antes de
perfusion, el unico método que lo subsand parcialmente. A
la vista de estos datos, realizamos un ensayo del tiempo de
coagulacion en algunos animales con trasplantes de astroci-
tos encapsulados y lo comparamos con el de animales con-
troles, para investigar alteraciones en el proceso de hemos-
tasia. Los resultados obtenidos mostraron que en los
animales con trasplantes de astrocitos encapsulados, el
tiempo de coagulacion fue menor que en los animales con-
troles, presentando diferencias estadisticamente significati-
vas (p < 0,01) (datos no presentados).

En el 100 % de los animales con trasplantes de esferas de
alginato (con astrocitos encapsulados o vacias), a los siete
meses de la realizacion de los trasplantes, las esferas de algi-
nato permanecian en la cavidad donde se habian trasplan-
tado. Cuando las esferas se extrajeron de la cavidad y se in-
trodujeron en un medio liquido, se disolvieron en pocos
minutos. Para investigar este fendmeno se introdujeron es-
feras de alginato preparadas de novo en distintos medios
(fijador, medio de cultivo, solucién de Krebs, etc). Tras cin-
co meses, se pudo comprobar que las esferas permanecian
en los distintos medios sin alteraciones visibles.

La supervivencia de los astrocitos encapsulados se inves-
tigd a los 10 meses post-trasplante, utilizando métodos in-
munocitoquimicos para la localizaciéon de la GFAP, no ob-

servandose células GFAP positivas en ninguna de las esfe-
ras investigadas.

En la mayoria de los animales con trasplantes de esferas
de alginato (con astrocitos encapsulados o vacias), se pu-
do constatar, a largo plazo ( a los 10 meses post-trasplan-
te), un aumento sustancial en el tamafo de la lesion com-
parado con el que presentaba en el momento del
trasplante (Figura 3).

I Discusion

La lesion de la corteza frontal indujo una discapacidad en
la habilidad manual en los animales lesionados, valorada
en el test de habilidad motora fina, en concordancia con es-
tudios previos [1][2]. La lesion de la mano preferente, de-
terminada en la fase preoperatoria, y la comprobacion de la
efectividad de la lesion, son dos requisitos, a nuestro modo
de ver, imprescindibles para valorar inequivocamente el
efecto de los trasplantes.

Los animales con trasplantes de tejido cortical fetal pre-
sentaron una notable mejoria funcional en el déficit en la
habilidad manual producida por lesion, cuando los anima-
les fueron forzados a utilizar la mano afectada por la le-
sion, resultados que confirman estudios previos [1][2].

El objetivo principal del presente estudio era determinar
si trasplantes de astrocitos encapsulados en esferas de algi-
nato eran capaces de mejorar el déficit motor producido
por la lesion. Los resultados obtenidos han demostrado
que los trasplantes de astrocitos encapsulados indujeron
una mejoria funcional en la discapacidad en la habilidad
motora fina producida por la lesidon, que se manifesto
cuando los animales fueron forzados a utilizar la mano
afectada por la lesion, a largo plazo. Asi, en todas las se-
siones, excepto en dos, el porcentaje de respuestas correc-
tas de los animales con trasplantes de astrocitos no mos-
traron diferencias significativas con los controles.
Asimismo, los animales con trasplantes de astrocitos en-
capsulados no presentaron diferencias significativas con
los animales con trasplantes de tejido cortical en la ejecu-
ci6on del test de habilidad motora fina, lo que sugiere que
los beneficios conductuales de ambos tipos de trasplantes
sobre la discapacidad en la habilidad manual producida
por la lesion fueron similares. Por otra parte, el porcentaje
de respuestas correctas de los animales con trasplantes de
astrocitos o con trasplantes de tejido cortical no mostr6 di-
ferencias significativas, comparado con él de los animales
con trasplantes de esferas de alginato vacias, excepto en las
dos tltimas sesiones, que si se presentaron diferencias sig-
nificativas. Estos resultados sugieren una gran variabilidad
individual en la ejecucion del test de habilidad motora en
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los animales trasplantados, lo que conlleva una notable
dispersion de los datos dentro de cada grupo.

Se ha sefalado que la lesion de la corteza frontal puede
producir una hiperactividad motora generalizada [13], ha-
biéndose implicado esta hiperactividad motora en la mejo-
ria inducida por los trasplantes. Nuestros resultados de-
muestran que la mejoria funcional inducida por los
trasplantes, tanto de astrocitos encapsulados como de teji-
do cortical, no estaria determinada por un aumento de la
hiperactividad motora, dado que la actividad general de to-
dos los animales en el test de habilidad motora, valorada
por el nimero total de respuestas, fue similar en los cuatro
grupos en cada una de las fases del disefio experimental, ex-
cepto en los animales con trasplantes de astrocitos, los cua-
les en la etapa post-trasplante a corto plazo, con brazalete,
presentaron un menor nivel de actividad.

Hasta el presente, desconocemos los mecanismos involu-
crados en la mejoria funcional inducida por los trasplantes
de astrocitos encapsulados sobre el déficit en la habilidad
motora fina producida por la lesién. No obstante, esta me-
jorfa podria estar determinada con la liberacion de factores
troficos por los astrocitos encapsulados y/o por el huésped,
cuyos beneficios en el huésped se pusieron de manifiesto a
largo plazo y con el uso obligado de la mano afectada por la
lesion. El factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), se
ha relacionado con la mejoria de déficits conductuales tras
una lesion, en diversos modelos experimentales de enferme-
dades del SNC, siendo los astrocitos reactivos su fuente
principal [6][7][14]. Por tanto, el GDNF podria estar invo-
lucrado en los beneficios de los trasplantes de astrocitos en-
capsulados, en nuestro modelo experimental.

Otro aspecto que se ha puesto de evidencia en nuestro es-
tudio ha sido los efectos secundarios del alginato. En la ac-
tualidad, los alginatos son los materiales biocompatibles
mas utilizados debido a su baja inmunogenicidad y baja to-
xicidad [11]. En el presente estudio, hemos utilizado algina-
to biocompatible ultrapurificado para la elaboracion de las
esferas y el proceso se realizd en condiciones asépticas [9].
No obstante, en los animales con trasplantes de esferas de
alginato se indujo, a largo plazo, un aumento sustancial en
el tamafio de la lesion, producido, posiblemente, por la
puesta en marcha de una respuesta inmune en el huésped.
Ademas, los animales con trasplantes de alginato presenta-
ron trastornos en la coagulacion. En pacientes con una le-
sion cerebral traumadtica, se presentan sucesos tromboem-
bélicos frecuentemente tras la lesion, los cuales se tratan
profildcticamente con heparina, y se consideran una mani-
festacion de una coagulacion intravascular diseminada
[15]. Este estado hipercoagulable tras una lesion cerebral

traumdtica se achaca, entre otras causas, a la liberacion del
factor tisular (el cual se cree existe en el cerebro en niveles
muy elevados), y a los niveles elevados de otros factores
pro-coagulantes tales como el factor von Willebrand y a
plaquetas activadas. Podemos especular con la idea de que
la puesta en marcha de una reaccién inmune en el huésped
frente al alginato determinaria procesos de muerte celular
en las dreas adyacentes a la lesion, que conllevarian el au-
mento sustancial del tamafo de la lesion en los animales
con trasplantes de esferas de alginato, y la liberacion de fac-
tor tisular por las células dafiadas, lo que causaria los tras-
tornos en la coagulacién que se observan en estos animales.
No obstante, serian necesarias mds investigaciones para
profundizar en estos aspectos. |
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