ORIGINAL

=
iew metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by )i CORE

provided by idUS. Depésito de Investigacion Universidad de Seville

neuronas axotomizadas mediante implante
de tejido nervioso embrionario

Recovery of the discharge activity of axotomized
neurons by the implant of embryonic nervous tissue

Departamento de Fisiologia y Biologia Animal
Facultad de Biologia
Sevilla

RESUMEN

El objetivo fundamental del presentetrabajo ha sido de-
terminar s las alteraciones del disparo producidas por una
lesién neuronal, como la axotomia, pueden revertir trasla
reinervacion de una nueva diana, provista mediante implante
detejido nervioso embrionario. Para ello, se secciond €l fas-
ciculo longitudinal medial en gatos adultos, lo que produjo
la axotomia delas neuronasinternucleares del ntcleo del mo-
tor ocular externo, y se procedi6 aimplantar primordio ce-
rebeloso en €l sitio delesion. M ediante técnicas mor fol 6gicas
y fisioldgicas obtuvimos los siguientes resultados: i) el im-
plante seintegré en el troncoencéfalo adulto y sedesarrollé
como un cerebelo normal, con I6bulos, tres capas en la cor-
tezay lostipos celulares apropiados; ii) |os axones secciona-
dos de las neuronas internuclear esinvadier on el implante,
ramificandose y estableciendo contactos sinapticosen lastres
capas del cerebeloimplantado; iii) las alteraciones electr ofi-
siolégicas producidas por la axotomia en lasneuronasinter -
nuclear es (como disminucion de la frecuencia de disparoy
pérdida de las sefiales oculomotor as) revirtieron haciala nor-
malidad. Por tanto, estos datosindican que el implante dete-
jido nervioso embrionario consigue rescatar funcionalmen-
tealasneuronas axotomizadas del huésped, probablemente
como resultado del restablecimiento de conexiones sinapti-
cas con esta nueva diana.

Palabras clave: Transplante neuronal, axotomia, ndicleo del mo-
tor ocular externo, registro eléctrico unitario, inmunocitoqui-
mica, microscopia electroénica.
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ABSTRACT

The present work has been aimed at deter mining whet-
her thefiring alterationsinduced by a neuronal injury, such
as axotomy, can bereverted by thereinnervation of a new
target, provided by theimplant of embryonic nervoustissue.
For thispurpose, we sectioned the medial longitudinal fasci-
clein adult catsto axotomize the abducensinternuclear neu-
rons, and then implanted primordium of embryonic cerebe-
Ilum at the lesion site. By mor phological and physiological
techniques we obtained the following results: i) theimplant
integrated and developed in the adult brainstem asa normal
cerebellum, with lobes, three layersin the cortex and the ap-
propriate cellular types; ii) the sectioned axons of abducens
internuclear neuronsinvaded theimplant, wherethey rami-
fied and established synaptic contactsin the three layers of
the implanted cerebellum; iii) the electrophysiological alte-
rations produced by axotomy in abducensinternuclear neu-
rons (such asareduction in firing rate and a loss of eye-re-
lated signals) recovered toward normality. Therefore, these
dataindicatethat theimplant of embryonic nervoustissueis
ableto functionally rescue the axotomized neurons of the
host, probably as a result of the reestablishment of synaptic
connectionswith this new target.

Key words: Neuronal transplant, axotomy, abducens nucleus,
single-unit recordings, immunocytochemistry, electron micros-
copy.
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Recuperacion de neuronas axotomizadas mediante trasplante

INTRODUCCION

La teoria trofica de las conexiones neuronales
postula que las neuronas dependen del contacto
con sus células postsinapticas (o células diana) pa-
ra su supervivencia asi como para la expresion
adecuada de sus propiedades morfofuncionales
(1). La dependencia de las neuronas por su diana
es maxima en los estadios embrionario y postna-
tal temprano, de manera que cualquier manipu-
lacidon experimental que interrumpa la conexién
de una neurona con su diana se traduce en muer-
te celular retrégrada (1-4). Parece que son senales
moleculares, los llamados factores neurotroficos,
los mediadores de esta influencia retrograda (1, 5,
6). Los factores neurotréficos son proteinas pro-
ducidas por las células postsindpticas; tras su
union a receptores especificos en los terminales
de la célula presinaptica, estas moléculas viajan
retrogradamente a lo largo del axén hasta llegar
al soma, donde ponen en marcha todo un pro-
grama genético que, en definitiva, supone la ex-
presion del fenotipo normal de la neurona presi-
naptica (7, 8).

Sin embargo, en el sistema nervioso adulto la
situacion es algo diferente. Asi, en mamiferos
adultos se ha comprobado que la ablacion de las
células diana no conlleva muerte celular retrégra-
da, aunque produce alteraciones estructurales y
funcionales que indican que la dependencia troéfi-
ca aun esta presente (9-12). Por ejemplo, las neu-
ronas septales presentan una disminucion del ta-
mano somatico y de la sintesis de enzimas
relacionados con la neurotransmision tras la des-
truccion de su diana hipocampal (12). Neuronas
premotoras del sistema oculomotor sufren una re-
duccion de la frecuencia de disparo de potencia-
les de accién y una pérdida de las senales de po-
sicion y velocidad ocular tras la pérdida de la
conexion con sus motoneuronas diana, realizada
bien por eliminacion selectiva de las motoneuro-
nas (9, 10), o bien por la seccidon de sus axones,
esto es, por axotomia (13).

El objetivo del presente trabajo ha sido deter-
minar si neuronas axotomizadas pueden recupe-
rar sus propiedades de disparo cuando se les fa-
cilita la reinervacion de una nueva diana. Para ello
se pretende proveer de diana a los axones sec-
cionados de neuronas del sistema nervioso cen-
tral mediante el implante de tejido nervioso em-
brionario, ya que se trata de un sustrato favorable
para el crecimiento axonal y una fuente impor-
tante de factores neurotréficos (14). EIl modelo ex-
perimental que se utilizé fue el sistema oculomo-
tor del gato, del que se conoce bastante bien su

anatomia y fisiologia (15-17). En concreto, se uti-
lizo la proyeccion de las neuronas internucleares
del nucleo del motor ocular externo (NMOE) so-
bre las motoneuronas del recto interno situadas
en el nucleo del motor ocular comun (NMOC). Los
axones de estas neuronas cursan por el fasciculo
longitudinal medial (FLM) contralateral hacia su
diana en el NMOC. Por tanto, se realizé la axoto-
mia de las neuronas internucleares del NMOE me-
diante la seccion del FLM y se implant6 tejido em-
brionario (extraido del primordio cerebeloso) en
el sitio de la lesion para averiguar si estas neuro-
nas son susceptibles de regenerar cuando el sus-
trato de crecimiento es adecuado y de recuperar
sus propiedades de disparo tras la reinervacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron tres gatos adultos de 2-3 kg de pe-
so. Todos los procedimientos experimentales se
realizaron de acuerdo con las directivas de la
Union Europea (86/609/EU) y a la legislacion es-
panola actual que regula el uso y cuidado de los
animales de laboratorio (BOE 67/8509-12, 1988).

Axotomia e implante de tejido embrionario

Bajo anestesia general (pentobarbital sodico,
35 mg/kg, i.p.), se colocé al animal en un aparato
estereotaxico. Tras abrir una ventana de 6x6 mm
en el hueso occipital, se seccioné el FLM bilate-
ralmente utilizando una microcuchilla de 3 mm de
ancho. La seccidon de ambos fasciculos se realizd
a nivel del cero estereotaxico, justo caudal al nu-
cleo troclear, 5 mm rostral al NMOE (18). A conti-
nuacion se procedio a implantar el tejido embrio-
nario en el sitio de la lesion utilizando una jeringa
Hamilton (Figura 1). El implante consistié en 1,5 pl
de primordio cerebeloso que fueron inyectados
en cada fasciculo.

Los embriones de 15 dias (E15) se extrajeron
mediante cesdrea y se mantuvieron en medio
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution). Bajo mi-
croscopia en campana de flujo laminar se aislaron
y disociaron mecanicamente los primordios cere-
belosos.

Preparacion de los animales para el registro
cronico

Tras la semana de recuperacion, los animales
se prepararon para el registro cronico de la activi-
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Figura 1. Diagrama experimental. En rojo se muestra la
proyeccion objeto de estudio: las neuronas internucleares
del nucleo del motor ocular externo (NMOE) proyectan a
través del fasciculo longitudinal medial (FLM) contralateral
hacia el nucleo del motor ocular comun (NMOC), donde
conectan con las motoneuronas que inervan el musculo
recto interno (RI). Estas neuronas se axotomizaron por sec-
cion del FLM y en el sitio de lesion se inyect6 el trasplan-
te de cerebelo embrionario. El diagrama ilustra también las
motoneuronas del NMOE cuyos axones forman el sexto
par craneal (N. VI) e inervan el musculo recto externo (RE).
El tercer par craneal se indica como N. lll.

dad eléctrica unitaria en el NMOE y de los movi-
mientos oculares. El procedimiento experimental
se ha descrito detalladamente en trabajos previos
(10). Brevemente, bajo anestesia general (pento-
barbital sddico, 35 mg/kg, i.p.) los animales se im-
plantaron con electrodos bipolares de estimula-
cioén en el sexto par craneal de ambos lados y en
el FLM derecho a nivel del NMOC, para la identi-
ficacion mediante activacion antidrémica de las
motoneuronas y neuronas internucleares del
NMOE (Figura 1). Dos bobinas de acero inoxida-
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ble se suturaron a las escleréticas de ambos ojos
para el registro de los movimientos oculares, de
acuerdo con la técnica del seguimiento electro-
magnético de la posicion ocular (19). Por ultimo,
se construy6 una cdmara de registro con cemen-
to dental alrededor del orificio abierto en el hue-
so occipital. Tras una semana de recuperacion se
iniciaron las sesiones de registro. La duramadre
se elimind y la cdmara de registro se protegié des-
pués de cada sesion con silicona estéril y cera de
hueso artificial. Durante todo el periodo experi-
mental se utilizaron salino fisioldgico y antibi6ti-
cos para mantener la esterilidad de la cdmara.

Registro extracelular en el animal alerta

Los animales, inmovilizados mediante venda-
je, se fijaron a la mesa de registro en el centro del
campo electromagnético utilizado para medir los
movimientos oculares. Como electrodos de re-
gistro se utilizaron micropipetas de vidrio llenas
de una solucion de CINa 2M. Con ayuda de un
micromanipulador, el electrodo se dirigié hacia el
NMOE, donde se realizaron los registros unitarios
en simultaneidad con el registro de los movimien-
tos oculares (espontaneos e inducidos vestibular-
mente mediante rotacion de la mesa alrededor del
eje vertical).

La actividad eléctrica neuronal, el movimiento
de la mesa y el de ambos ojos se almacenaron en
un ordenador para su posterior analisis. La fre-
cuencia de disparo (FD) de estas neuronas corre-
laciona con la posicion (P)y la velocidad (V) ocu-
lar segun la ecuacion FD = Fy + kP + r-V, donde k
y rrepresentan la sensibilidad neuronal a la posi-
cion y a la velocidad ocular, respectivamente, y F,
es la frecuencia de disparo en la posicién cero (mi-
rada central) (16). Para el calculo de estos para-
metros se utilizd el método de la regresion lineal
multiple entre la frecuencia de disparo neuronal y
la posicion y velocidad ocular. Los datos obteni-
dos se compararon estadisticamente con datos de
animales controles y axotomizados de experi-
mentos previos (13) (test ANOVA).

Marcaje anterdgrado con biocitina y procesado
para microscopia electronica

Tras finalizar las sesiones de registro (tres me-
ses), los animales se prepararon para el marcaje
anterogrado de los axones seccionados de las
neuronas internucleares del NMOE, con el objeto
de comprobar el grado de crecimiento axonal y
de reinervacion dentro del trasplante. Para ello se
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inyecto biocitina (al 3% en tampon Tris-HCI 0,05
M, pH 7,6, y CINa 0,05 M) como trazador antero-
grado en ambos NMOEs (9, 20). El marcador se
inyecto iontoforéticamente aplicando pulsos po-
sitivos de 7 YA de corriente durante 30 minutos a
través de una micropipeta de vidrio. Tras 24 ho-
ras se procedié a perfundir transcardialmente al
animal bajo anestesia profunda (pentobarbital s6-
dico, 50 mg/kg, i.p.), con salino fisioldgico segui-
do de fijador compuesto de 3% de paraformal-
dehido y 1,25% de glutaraldehido en 0,1 M de
tampon fosfato, pH 7,4.

El troncoencéfalo se secciond en cortes sagi-
tales con ayuda de un vibratomo. La biocitina se
revelo utilizando el complejo Avidina-Biotina-Pero-
xidasa (Vector Labs) seguido de una solucion con
diaminobenzidina al 0,05% y H,0, al 0,01%. Tras
el revelado, algunas secciones se procesaron para
microscopia electrénica. Asi, tras una postfijacion
en tetroxido de osmio al 1%, se tineron en bloque
con acetato de uranilo al 2%, se deshidrataron y
se incluyeron en plano en resina. Los cortes se
analizaron, dibujaron y fotografiaron, tras lo cual
se realizaron las secciones ultrafinas para su pos-
terior observacion en un microscopio electrénico.

Técnica inmunocitoquimica

Algunos cortes se reservaron para el procesa-
do con técnicas inmunocitoquimicas contra cal-
bindina, una proteina tamponadora de calcio que
marca las células de Purkinje cerebelosas (21).
Tras 45 minutos en una solucion de bloqueo (sue-
ro normal de cabra al 7% diluido en tampdn Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,4, con Triton X-100 al 0,1%), los
cortes se incubaron 12 horas en el anticuerpo pri-
mario, un policlonal anti-calbindina de conejo di-
luido 1:6000. Tras varios lavados, se mantuvieron
en el anticuerpo secundario (inmunoglobulina G
biotinilada de cabra contra conejo) durante 90 mi-
nutos. Tras este periodo se revelaron siguiendo
un procedimiento similar al utilizado en el caso de
la biocitina. Una vez finalizada la tincidn, los cor-
tes se montaron, deshidrataron y se cubrieron con
resina de montaje.

RESULTADOS

Axotomia de las neuronas internucleares del
NMOE

La secciéon de los axones de las neuronas in-
ternucleares del NMOE se comprobd de tres ma-

neras diferentes. En primer lugar, se observaron
los déficits oculomotores tipicos de la oftalmople-
jia internuclear anterior, un sindrome que afecta
principalmente a los movimientos horizontales
conjugados provocando incapacidad de adduc-
cion (22, 23). En segundo lugar, la ausencia de ac-
tivacion antidrémica en los registros del NMOE
tras la estimulacion eléctrica desde el electrodo si-
tuado en el FLM préoximo al NMOC fue una prue-
ba electrofisioldgica de la interrupcion del fasci-
culo. En tercer lugar, en los cortes sagitales de
troncoencéfalo se observd la seccion completa del
FLM.

Desarrollo del trasplante

El examen histologico mostro que el tejido
embrionario se implanté con éxito en el lugar de
la lesién, alcanzando un volumen de unos 6 pl. El
implante se distinguio facilmente del tejido cir-
cundante gracias a la estructura cerebelosa que
desarrollo, a pesar de ser un trasplante heteroto-
pico, es decir, situado fuera de su localizacion na-
tural.

La tincidon inmunocitoquimica contra calbindi-
na marcé especificamente las células de Purkinje
del cerebelo trasplantado, lo que permitio carac-
terizar la estructura intrinseca del trasplante. Asi,
se comprobo que el cerebelo trasplantado mos-
tré una anatomia similar a la de un cerebelo adul-
to con la presencia de l6bulos (corteza cerebelo-
sa) y una sustancia blanca profunda (Figura 2A).
Las células de Purkinje mostraron la ordenacién
de sus somas en una Unica capa, y se distinguie-
ron las tres capas caracteristicas de un cerebelo
adulto: capa molecular, capa de las células de Pur-
kinje y capa de las células de los granos (Figura
2A, C). La Figura 2B ilustra el aspecto tipico de un
cerebelo control tenido inmunocitoquimicamente
contra calbindina; asi se observa el marcaje se-
lectivo de las células de Purkinje, la ordenacion de
sus somas Yy la disposicion planar de sus arboles
dendriticos en la capa molecular. La Figura 2C
muestra el mismo tipo de tincidn realizada en el
trasplante, comprobandose el alto grado de simi-
litud con la situacion control. Los axones de las cé-
lulas de Purkinje discurrieron por la sustancia
blanca del trasplante (Figura 2C). Por ultimo, se
distinguieron células de gran tamano calbindina-
inmunonegativas, rodeadas de terminales calbin-
dina-inmunopositivos (posiblemente procedentes
de las células de Purkinje) y agrupadas en una de-
terminada zona del implante. Dichas células se ca-
racterizaron como neuronas de los nucleos pro-
fundos del cerebelo.

MAPFRE MEDICINA, 2002; vol. 13, n.° 1 23



B. Benitez-Temino, A. M. Pastor, R. M.2 Rodriguez de la Cruz

Figura 2. Fotomicrografias ilustrando secciones del cere-
belo implantado e inmunotenidas contra calbindina. El an-
ticuerpo marca especificamente las células de Purkinje.
Notese en (A) la presencia de I6bulos y la delimitacion de
corteza y sustancia blanca, indicando que el cerebelo im-
plantado desarrollé una citoarquitectura normal. Las foto-
micrografias en (B) y (C) muestran dos imagenes de cor-
teza cerebelosa obtenidas de un cerebelo control (B) y del
implante (C). Puede observarse como el cerebelo implan-
tado desarroll6 las tres capas tipicas de un cerebelo adul-
to: capa molecular (cM), capa de las células de Purkinje
(cCP) y capa de las células de los granos (cG). SB indica
sustancia blanca.

Crecimiento axonal y reinervacion del
trasplante

El marcaje anterégrado con biocitina se utilizé
para evaluar el grado de inervacién del trasplan-
te. Los axones marcados con biocitina penetraron
en el cerebelo trasplantado, donde se ramificaron
profusamente emitiendo ramas colaterales. En la
Figura 3A se ilustra una de estas ramificaciones
terminales formada a partir del cabo distal de un
axon seccionado; en este caso, el axdon se ramifi-
¢6 en la capa molecular y en la capa de las célu-
las de Purkinje. Estos rebrotes axonales se carac-
terizaron por la presencia de engrosamientos a

24 MAPFRE MEDICINA, 2002; vol. 13, n.° 1

Figura 3. Crecimiento axonal y reinervacion del implante.
(A) Reconstruccion a cdmara lucida de una rama axonica
terminal procedente de una neurona internuclear del
NMOE marcada anterégradamente con biocitina. Nétese
como tras la axotomia, los cabos proximales de los axo-
nes crecieron y se ramificaron dentro del implante. Los per-
files de las células de Purkinje se indican en el dibujo.
Dorsal y rostral se indican como d y r, respectivamente. (B,
C) Micrografias electronicas ilustrando dos botones mar-
cados con biocitina y localizados en la capa de la célula de
los granos (B) y en la capa molecular (C) del implante. Las
barras de calibracion corresponden a 30 mm (A), 3 mm (B)
y Tmm (C).

modo de botones sindpticos. Hubo ramificaciones
axonales en las tres capas del cerebelo trasplan-
tado, aunque mayoritariamente se distribuyeron
en la capa de las células de los granos y en la mo-
lecular, con escasos terminales en la capa de las
células de Purkinje. Se observé que los axones
que penetraron en el trasplante cursaron, en ge-
neral, por la sustancia blanca intrinseca al tras-
plante, desde donde invadieron la capa de las cé-
lulas de los granos. Desde aqui, algunos axones
continuaron hacia la capa molecular. No se ob-
servo ningun axon que penetrara directamente en
la capa molecular, o que tras atravesarla volviera
a la capa de las células de los granos.

Mediante microscopia electrénica se compro-
b6 que estos engrosamientos efectivamente co-
rrespondian a botones sinapticos. Se observaron
botones marcados tanto en la capa de las células
de los granos (Figura 3B) como en la capa mole-
cular (Figura 3C). Estos botones establecieron si-
napsis preferentemente del tipo axodendritico con
las neuronas del transplante. En ningun caso los
axones marcados formaron fibras musgosas (con
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los caracteristicos glomérulos) ni fibras trepado-
ras, que son las dos entradas tipicas al cerebelo
(24), sino que desarrollaron una morfologia simi-
lar a la de la proyeccion original, es decir, sobre
las motoneuronas del NMOC (25).

Propiedades de disparo de las neuronas
internucleares del NMOE tras el implante

Los registros comenzaron dos semanas des-
pués de la cirugia (axotomia e implante) y se pro-
longaron durante tres meses. Se registroé la acti-
vidad de disparo de las neuronas internucleares
durante movimientos oculares espontaneos e in-
ducidos vestibularmente.

En la situacion control, las neuronas internu-
cleares presentan una frecuencia de disparo que
correlaciona estrechamente con los movimientos
oculares en el plano horizontal (Figura 4A). Como
se ha descrito previamente (10, 16), estas neuro-
nas son tonico-fasicas. Asi, presentan un descar-
ga tonica proporcional a la posicion, con una tasa
de disparo que incrementa con sucesivas posi-
ciones del ojo homolateral al sitio de registro en
la direccidon temporal, y decrementa en la direc-
cion opuesta. Igualmente, presentan una sehnal de
velocidad: durante movimientos oculares rapidos
(sacadicos) en la direccién de activacion disparan
un brote de potenciales de accién de alta frecuen-
cia (Figura 4A, linea vertical a trazos), mientras que
cesan el disparo durante sacadicos en la direccion
de inactivacion (Figura 4A; linea punteada).

La axotomia produce cambios notables en el
patron de disparo de estas neuronas (13). La tasa
de disparo de una neurona axotomizada descien-
de por debajo de los niveles normales para cual-
quier posicion y velocidad del ojo (Figura 4B).
Ademas, hay una pérdida de las senales de posi-
cion y velocidad ocular, de modo que las neuro-
nas modulan menos en relacion al movimiento
ocular. Por ejemplo, durante los sacadicos en la
direccion de activacion no aparecen brotes de po-
tenciales de accion de alta frecuencia, sino tan
s6lo un pequeno incremento en la frecuencia de
disparo (Figura 4B; asterisco). Sin embargo, el im-
plante, que significa la provision de una nueva
diana, supuso la recuperacion de las propiedades
de disparo. Asi, las neuronas internucleares re-
gistradas en los experimentos de axotomia e im-
plante presentaron un patrén de disparo tonico-
fasico similar al control, volviendo a mostrar una
fuerte modulacion del disparo en relacion a los
movimientos oculares (Figura 4C). Se recuperd
claramente la sefal fasica para el movimiento, con
brotes abruptos (Figura 4C; linea vertical a trazos)

A. Control

B. Post-axotomia

Figura 4. Actividad de disparo de tres neuronas internu-
cleares registradas en el NMOE izquierdo en la situacion
control (A), 5 dias tras la axotomia (B) y 11 dias tras la axo-
tomia mas implante (C). Cada panel contiene, de arriba
abajo, la posicidn horizontal del ojo izquierdo (HI), la del
ojo derecho (HD) y la frecuencia de disparo de la neurona
(FD). La FD de la neurona control crecié proporcionalmen-
te conforme el ojo se situd hacia la izquierda (I; direccion
de activacion) y decrecio hacia la derecha (D). También
mostré una senal fasica, en forma de brotes de potencia-
les de accion de alta frecuencia durante los movimientos
sacadicos en la direccion de activacion (linea vertical a tra-
z0s) y una pausa para aquéllos en la direccion de inactiva-
cion (linea punteada). Tras la axotomia (B) hubo una dis-
minucion general en la FD, desaparecieron los brotes y, en
su lugar, sélo se observé un débil incremento en la FD (as-
terisco). Sin embargo, el patron de disparo se restablecio
tras proveer a las neuronas axotomizadas de una nueva
diana mediante el implante (C). Nétese el aumento gene-
ral de la FD y el restablecimiento de los brotes (linea verti-
cal a trazos) y las pausas (linea punteada) durante los mo-
vimientos sacadicos.

y pausas (Figura 4C; linea punteada) segun la di-
reccion del movimiento, asi como la tasa de dis-
paro tonica propia de cada posicion.

Para cuantificar estos cambios, se calculd la
sensibilidad neuronal a la posicion (pardametro k)
y a la velocidad ocular (parametro ) en las distin-
tas situaciones: control, axotomia y axotomia mas
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implante. Estos parametros se obtuvieron, para
cada neurona, como los coeficientes de la regre-
sion lineal multiple calculada entre la frecuencia
de disparo y la posicion y la velocidad ocular (ver
ecuacion en Métodos). Se computaron estos pa-
rdmetros tanto durante movimientos oculares es-
pontdneos (pardmetros ks y ry) como durante
aquellos inducidos vestibularmente, es decir, du-
rante el reflejo vestibular (parametros k,y r,); los
tamanos de muestra variaron entre 23 y 28. Du-
rante movimientos oculares espontaneos, las neu-
ronas controles mostraron un valor medio de k;
de 6,4 + 1,5 potenciales de accidon/segundo/grado
(media + desviacion tipica) y un valor medio de r;
de 1,5 = 0,5 potenciales de accion/segundo/gra-
do/segundo (Tabla I). Estos valores se redujeron
en un 60% tras la axotomia, siendo la diferencia
significativa respecto del control (p < 0,05; test
ANOVA). Sin embargo, en el grupo de neuronas
registradas tras el implante se obtuvieron valores
de k; y s similares a los controles (Tabla I). Res-
pecto del pardmetro F, (frecuencia de disparo en
la posicién central) se obtuvieron resultados simi-
lares. Asi, mientras en las neuronas controles el
valor medio de F, fue de 62,2 + 20,8 potenciales
de accién/segundo, la axotomia produjo una re-
duccién significativa (p < 0,05; test ANOVA) de es-
te parametro, que retorno a valores normales tras
el implante. Durante el reflejo vestibulo-ocular, las
neuronas axotomizadas mostraron alteraciones
similares a las descritas durante movimientos ocu-
lares espontaneos. Dichas alteraciones también se
recuperaron tras el implante (Tabla ).

DISCUSION

Los experimentos presentes demuestran que
las propiedades de disparo de neuronas del sis-

tema nervioso central, alteradas como consecuen-
cia de la axotomia, revierten cuando se promue-
ve la reinervacion de una nueva diana mediante
implante de tejido nervioso embrionario. En par-
ticular, el trasplante de cerebelo embrionario uti-
lizado mostré un alto grado de integracion y de-
sarrollo dentro del troncoencéfalo del huésped,
siendo invadido por los axones seccionados del
fasciculo, que contactaron con las neuronas trans-
plantadas. Por tanto, estos datos sugieren que el
establecimiento de conexiones sinapticas con una
nueva diana desempena un papel fundamental en
la recuperacion de las propiedades de disparo de
neuronas axotomizadas, aun cuando la diana es
distinta a la original.

Diferenciacion del trasplante

Los implantes crecieron aproximadamente al
doble de su volumen original, desarrollandose de
forma similar a un cerebelo: lobulacién de una
corteza cerebelosa con sustancia blanca separan-
do los Iébulos y un area al margen de estos 16-
bulos que contiene células de gran tamano, que
se identificaron como células de los nucleos pro-
fundos del cerebelo. Ademas, la corteza desarro-
116 la tipica estructura trilaminar: capa de las célu-
las de los granos, capa de las células de Purkinje
y capa molecular (24). Las células de Purkinje
(identificadas por el marcaje inmunocitoquimico
contra calbindina) se dispusieron en monocapa y
con un arbol dendritico planar. Todas estas ob-
servaciones demuestran el alto grado de creci-
miento y desarrollo alcanzado por el primordio ce-
rebeloso trasplantado incluso ectépicamente.
Estos datos refuerzan la idea de que el sistema
nervioso central lesionado tiene una alta capaci-
dad de integrar elementos celulares atipicos, co-
mo han indicado trabajos previos (14, 26). Por

26

TABLA |. Variaciones en la sensibilidad neuronal a los movimientos
oculares tras la axotomia y recuperacion tras la adicion de una nueva diana

Grupo experimental Movimientos espontaneos Reflejo vestibulo-ocular

Sensibilidad a Sensibilidad a  Sensibilidad a Sensibilidad a
la posicion (k) la velocidad (ry) la posicion (ks la velocidad (ry)

Control 6,4+15 15+05 9,4+27 1,9+1,0
Axotomia 2,6 +1,4% 0,6 + 0,2* 45 + 2,2% 0,9 + 0,4*
Axotomia + implante 6,7+09 1,7+05 11,1+5,6 25+22

Los nimeros corresponden al valor medio + la desviacion tipica. El nimero de neuronas analizadas en ca-
da caso varid entre 23 y 28. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al grupo control (p <
0,05; test ANOVA).
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ejemplo, se ha demostrado que cuando se tras-
planta cerebelo embrionario en el cerebelo del ra-
ton mutante pcd (carente de sus células de Purkin-
je), se produce una migracion selectiva de las
células de Purkinje desde el trasplante hacia el do-
minio propio en la corteza cerebelosa del hués-
ped, y ademas estas células de Purkinje reciben
aferencias de las fibras trepadoras del huésped,
estableciéndose sinapsis funcionales (27). Ademas
del cerebelo, otras estructuras de tejido nervioso
embrionario han sido también trasplantadas con
éxito, como la médula espinal (28), el talamo (29),
el hipocampo (30) o el estriado (31).

Crecimiento de los axones en el implante

A diferencia del sistema nervioso periférico, los
axones seccionados en el sistema nervioso cen-
tral no muestran regeneracion espontanea. Se ha
comprobado que, al menos en parte, esta res-
puesta diferencial se debe a la distinta influencia
de las células gliales. Asi, mientras que las células
de Schwann del sistema nervioso periférico pro-
mueven el crecimiento axonal tras una lesion (32),
las células gliales del sistema nervioso central (oli-
godendrocitos, astrocitos y microglia) constituyen
un sustrato inhibitorio para la regeneracion (33).

En el sistema oculomotor se ha observado que
los axones de las neuronas internucleares del
NMOE no atraviesan la cicatriz glial formada por
astrocitos y microglia en el sitio de lesion (34). Sin
embargo, en presencia del implante, estos axo-
nes fueron capaces de regenerar a través de la le-
sion, invadir el tejido trasplantado y crecer dentro
ramificAndose en forma de brotes axonales. Pro-
bablemente, factores tréficos liberados por el im-
plante fueron capaces de reducir el efecto inhibi-
torio de la glia. De igual manera, en una amplia
variedad de sistemas neuronales se ha compro-
bado que los implantes de tejido nervioso em-
brionario estimulan el crecimiento de los axones
lesionados del huésped (28-31).

También se comprobo que los axones que pe-
netraron el implante emitieron botones sinapticos
que contactaron con neuronas del cerebelo tras-
plantado. Las sinapsis fueron mayoritariamente
axodendriticas y se distribuyeron, en proporcion
similar, en la capa de las células de los granos y
en la molecular. Ninguno de los botones marca-
dos aparecié formando un glomérulo, que es la
forma tipica en que acaban los terminales sinap-
ticos aferentes a la capa de las células de los gra-
nos, y que se caracterizan por su gran tamano y
por contactar con multiples elementos postsinap-
ticos (24). Por el contrario, los botones marcados

presentaron una morfologia similar a la de los bo-
tones que las neuronas internucleares forman nor-
malmente sobre las motoneuronas del NMOC
(25). Otros autores han encontrado, sin embargo,
que la diana postsinaptica influencia sustancialmen-
te la forma de los botones aferentes, en experimen-
tos en que se induce la formacion de conexiones
atipicas (35). Aun en estos casos, determinadas
propiedades de los botones persisten como in-
trinsecas al elemento presinaptico (35, 36). Por
ello, sugerimos que el fenotipo sinaptico esta de-
terminado por factores tanto presinapticos como
postsinapticos, y que dependiendo de cada cone-
Xion en particular, la influencia pre- o postsinapti-
ca puede desempenar un papel principal.

Recuperacion del disparo neuronal

El patron de disparo, alterado en las neuronas
internucleares del NMOE como consecuencia de
la axotomia, volvié a mostrar caracteristicas nor-
males cuando estas células, tras su axotomia, con-
siguieron restablecer conexiones sinapticas con
una nueva diana. Las alteraciones de la actividad
de disparo descritas tras la axotomia reflejan, al
menos en parte, la retirada de terminales sinapti-
cos aferentes sobre las neuronas axotomizadas
(34). Se ha mostrado previamente que esta reti-
rada de terminales aferentes se debe a la falta de
factores neurotréficos procedentes de la diana
como consecuencia de la interrupcion del axén.
Asi, la administracion exdgena de factor de creci-
miento nervioso revierte la depresion en la trans-
mision sinaptica y la pérdida de botones sinapti-
cos que la axotomia produce en neuronas del
ganglio cervical superior (37) y en motoneuronas
espinales (38). Por tanto, la recuperacién del pa-
trén de disparo (y, por tanto, de las entradas si-
napticas) observada en las neuronas del NMOE
tras la reinervacion del implante posiblemente se
deba a la disponibilidad de factores neurotréficos
procedentes de esta nueva diana.

Otro resultado interesante se refiere al hecho
de que la recuperacién del patréon de disparo se
produjo incluso cuando las neuronas axotomi-
zadas reinervaron una diana no natural, esto es,
tejido cerebeloso en lugar de motoneuronas ocu-
lomotoras. Estos datos indican ausencia de rees-
pecificacion en las propiedades de disparo por la
nueva diana. De forma similar, otros autores han
encontrado que motoneuronas del hipogloso for-
zadas a reinervar el musculo orbicularis oculi en
el modelo de anastomosis hipogloso-facial no rea-
daptan su disparo tras la conexién con esta nue-
va diana (39). También se ha comprobado que las
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propiedades eléctricas de motoneuronas espina-
les se recuperan del estado de axotomia tras la re-
generacion de los axones motores en la piel (40).
Sin embargo, otros autores han encontrado evi-
dencias de reespecificacion de las propiedades
eléctricas dependiendo de la diana postsinaptica.
Asi, experimentos de inervacién cruzada de un
musculo lento por un nervio motor fasico mues-
tran cambios en las propiedades electrofisioldgicas
de la motoneurona (como velocidad de conduc-
cion axonal, resistencia de entrada y caracteristicas
de la posthiperpolarizacion) que indican influen-
cia por el musculo inervado (41). En conjunto, to-
dos estos datos hacen dificil generalizar acerca del
papel regulador de la diana sobre las propiedades
de disparo de las neuronas aferentes. De nuevo,
parece que hay determinados sistemas en los que
la nueva diana es capaz de modificar retrégrada-
mente propiedades electrofisioldgicas, mientras
que en otros sistemas no ocurre tal reespecifica-
cion. Esta respuesta diferencial podria explicarse
en funcion de si los factores neurotréficos (u otras
sefnales moleculares) sintetizados por la nueva
diana son similares o no a los de la diana original
y, por tanto, tienen la capacidad o no de modifi-
car la expresion normal de los canales idnicos en
la membrana de la neurona inervante.
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