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INTRODHECTON 4

€1 interés en la'probiemética inherente a la recuperacidn de
la funcionalidad de las estructuras in;n]ucradas en }as diversas.
afecciones cerebrales, ha venido incrementandose dia con dia, de
manera que el seer humano ha puesto en juego  su habilidad,
creatividad e inteligencia con el propdsito de hallar nueves vy
mejores =istemas de aproximacion que le permitan adentﬁarse en el
conocimiento de los origenes, desarrollo y posibles soluciones de

los trastornos gue agquejan al Sistema Nervioso Central.

Uno de los mdtodos de aproximacidn mas recientes e
interesantes involucra a Jos transplantes dé tejido cerebral
fetal, efectuados diréctamente en 1 cerebro adulto dafado
A{Bjortiund et al. ., 1980) . En experimentns realizados  en los
tiltimos afos, las deficiencias conductuales aspciadés con daRo a
los sistemas nigfo—estriata] y septo—hipocampal, hanr =i do
notoriamente 'dismingidos médiante el implante  de neuronas
dopaminéréicas 0 de transplantes en b]oque'de septum fetal en los
sitios lesiénados (Bjorklund vy Stenevi, 19793 Dunnett et al.,
1282). llos estudios anatdmicos con trazadores anterdgrados v
retr?grados han mostrado tambidn que los transplantes pueden
establecer conexiones con el cerebro huésped (Mcl.oon et al.,
19813 Il.abbe et .al., 1983), mientras que los euperimentos
electrofisioldgicos muestran que Jos implantes newrales son

capaces de formar sinapsis funcionales (Low et al., 1982).



Ala luz de estos descub;imientos, la capacidad de. los
transplantes pafa mediar la recuperacidn conductual asi{i como para
generar y/o potenciar el desarrollo y regeneracidn de conex’ones
newronal es en el Sistema .NEryiosn Central, augura grandes
perspectivas a Jas neurociencias v en particular =a Ja

i
Meurobiologia de los Transplantes.




CAF1TILI.O 1

Antecedentes Generales.

Los Transh]antes Y la Recuperaci on Funei onal

Tradicionalmente se habia toﬁsiﬁerado que 1la capacidaa
regenerativa del sistema nervioso de mamiferos era nula a
diferencia de la encontrada en aves y en anfibios (Cowan et al.,
19653). 8in embargo, actualmente se Ha encontrado que también en
manmi feros se pueden efectuar transplantes dentro del Sistema
Ner vi oso Centra) (SENC)Y .

" Ranson (1903), Saltikow (1905) v Altobelli (391 4) efectuaron
algunos de los primeros trabajos de trangplantes de tejido
nervioso de mamiferos. Meds ante esta técnica, dicheos autores
observaron que los transplantes a la regidn telencefalica en
ratas adultas ]]egahén a sobrevivir por periodos cortos de
tiempo, mids tarde el mismo Ranson (1914) y te Gros Clark (194Q) ,
demostraron que tejido nervioso tomado ae fetozs de ratas no sdlo
sobrevivia durante periodes largos de tiempo, sino que ademas
kdesarrol]aba neuwronas totalmente diferentiadas. Kecientemente se
ha comprobade que los transplantes crecen y se desarrollan
adecuadamente en bhueéspedes de la misma especie‘que el donador, v
se ha Hemostrado asimismo la posibilidad de realizar transplantes
en sujetos de di ferentes espécie; (Bjorklund et al., 1982) .

Ellimpetu por el estudio de los transplantes de tejido
nerviosn  es muy reciente y las estrategias empleadas en tales
estudios han sido muy diversas, destacan por ejémplo, los
experimentos de transplante de tejido nervioso a la regidn

intraoccular.



Al gunas otras regiones exp]ofadas_ BOnN: e)_falln cerebral, =)
hipocampr, 21 cerebelo vy la corteza cerehral.

En 1985 McConnell realizdo wn experimento conn transEplantes
de células corticales . en el que demuéstra aque la secnencia de
diferencs aci on morfolagica y la eventual migraqiﬁn de Jas
neurbnas injertadas, evhiben caracteristicas similjares a las
Dbservédas en las neuronas ané]ngas del teijido huésped.

Reafirmando lo anterior, Jaeger vy Lund.(1QBO) proponen gue los
transpl antes de celulas corticales estan compuestos de newwonas
generadas antes Y despudéds del transplante. i.as células
precursoras contindan en mitosis y siguen 3 patréon de 1a
neurogénesis normal (Jaeger vy Lund, 1981).

A partir de loz estudins morfol ogicos realsizados por Kromer et
al. en 1980,  59 han . ebtenido algunas premisas que hasta el
momento parecen ser aplicables a l1a mayoria de Jos transplantes:
a) tLas cé&lulas newroepiteliales de. las diversas regiones
estudiadas continuan proliferando después de transplantarse  a)
QNC .produciehdo' ‘Aéuronas 'con caracteristicas morfoldgicas
normaless b)) las ceélunlas que se diferencian antes de que se
realice el transplante, =luly] capaces de sobrevivir Y
mantener el arreglo citoarquitectdniceo original en su pnuevo
ambiente; <) las caracteristicas de organizacidn intrinseca vy de
organizacidon tridimensional de las regiones transplantadas pueden
desarrollarse adn en un sitio ectdpico del SMC adulto.
| Ahora bien, con el fin de encontrar correlaciones entre la
integracidn anatdmica y funcional de los transplantes, Arendash y

Gorski (1 982)-- transplantaron. tejido del area-- pregptica. media
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(MFOAY, portadora del ndcleo diﬁdrfico sexual , de ratas machos de
un dia de nacidos a huéspedes adultos hembras y eobservaron que en
las ratas hugsped se presentaron incrementos significativos de
las conductas sexuales tipicas de l los machos, debido al.
transplante v no a los niveles. hormonales que permanecieron
constantes, es decir, la modificacion conductual se debhid a las

conexiones del transplante con su hudsped.

La funcionalidad de 1os transplantes ha sido estudiada
ampliamente, a travéé de dos modelos bien conocidos que son: ° la
via nigro-estriatal y 1a septo-hipocampal.

Consideremns en primera instancia la via nigro-estriatal. Es
sabido que una de Jas principales vias cel sistema
extrapiramidal es la via dopamindgrgica nigro-—estriatal, en la
que, la pérdida de deaming, debida & 1a degeneracidn de las
fibras constitutivas, origina deficiencias motoras en el sujeto
daiado, paté]ogia conocida como enfermedad de Parkinson.

Asi pues, con el %;n de enéontrar Qﬁ'trafamientn para este mal
se: han propuesto model os experimenté]es en animnal es. En wno de
estos modelos se lesiona unilateralmente a la suhstanciéb nigra
Y ze aplica apoemorfina  al ;ujefﬁ, thervéndnﬁe uwna conducta de
giroc contralateral. Tales sujetns'son somnetidos posteriormente al
transplante de cédlulas de substancia nigra, procedentes de fetos
de 15 a 17 dias de gestacidn. .os resultados obtenidos de
estos evperimentos son muy gratificantes, puesto ogue se ha
encontrado uwna notable wmejoria en los sujistos, en los qué se

observa Ja disminucion en la conducta de giro debhida a Ja
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aplicacidn de apomorfina (Dlsén et al., 1984). El1 avance - en
Jos estudios de transplantes con este modelo ha permitido
efectuar, inclusive, transplantes de células cromafines
procedentes de meédula supradrenal en nmeleo caundado de humanosy
(Madrazo et al., 19873 Ol son et al.; 1984), ohservandose wuna

notablie mejoria en los pacientes.

Ahora bien, con el propdsito de investigar la especificidad de
lJas inervaciones que e} transplante establece cén e} 'tejido
huésped, Biorklund .y Stenevi (1977) han empleado el segundo
modelo, el cual uvtiliza Ja via septo—hipocampal, medi ante este
modelo los autores bhan demostrado que cuando a los  axones en
Erecimientn, procedentes de tejido transplantado, =e Jes presenta
1a posibilidad de "elegir® entre diferentes campos terminales
denervados, Jos avwones muestran clara preferencia por las zonas
inervéﬁas originalmente por los tipos correspondientes de fibras
homdl ogas.

A partir de Jo=s £rabajo5 énteriores, wno de Jos hallazgos més>
interesantes ha sido que el SNC, admite el transpléhte de tejido
nerQioso con una minima posibilidad de rechazo. Estop puede
deberse, a gque el SMC de los mamiferos se encuentra aislado del
resto del cuerpo ©  por la barrera hematoencef&lica v, en
consecuencia, del sistema inmunoldgicﬁ. Fste postulado ha sido
cuestionado por varios autores, debido fundamentalmente, a 1a
deficiente integracidn de‘la barrera hematoencefdlica que_exhiben
algunos impl)antes, como Jo sefale Faul Sanberg en un congreso

sobre transplantes, orgsnizado recientemente en la lIniversidad de




Rocheéter (New York, 1987).

Con base en diferentes estudios, se ha definido una serie de
variables que son  fundamentales para trealizar con éxito los
transplantes de tejideo nervioso, estas variables son: Ja}edad del .
donader, el sitio de transplante, v la edad del huégsped. Tal vez
la edad del donador sea el punto més importante a considerar,
puesto que se ha demostrado qgue este pardametiro es crucial para
predecir si ) transplante va a sohfevivir D no.

A este respecto, en un estudio reciente realizado por Das et
al. (1983), se reporfd que al transplantar tejide de neocorteza
de diferentes edades, la cantidad de tejido qgue se encontiraba al
efectuar el estudio histoldgico de los huédspedes, variaba de wna-
manera inversamente proporcional a la edad del\feta.

En cuanto a la . ubicacidn del implante las celulas
transpl antadas pueden colocarse. en tres sitios: a) €n los
ventricul osg b) en wna cavidad preparada previ amente, ya sea con
una lesidn electrolitica, por succion 6 por inyeccidn de alguna

. . ' 4 .
drogé; y ©) en algunos casos se inyectan directamente JYas cé}ulas
sin prepararles ninguna cavidad, con el fin de analizar su
dezarrollo. I a seleccioin de cualguiera de estos sitios atiende
por 1o general al objeﬁo de estudio. For Gltimo, la edad del
huésped aparentemente es algo irrelevante para la ‘adecuada
formacion de los transplantes;,; como ln.demuestran los trabajos de
Hallas et al., 1980, en los cuales fue anzlizado e) crecimiento
de los tranéplantes en huéspedes de . diferentes - edades,
poniendo de .manifiesto aque, a partir de transplantes

realizados en ratas transplantadas con edad de 10 dias, el
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crecimiento de éstos era practicamente  §gual en todos  los

sujetos, sin mostrar variacidn debida a la edad del huésped.

Antecedentes Neuwroanatdmicos de Jos Transplantes

El advenimiento de la técnica de los transplantes cerebrales
ha permitido wna aproximacidn al estudio del desarrollo vy
regeneracion de conexioﬁes neurnnalés en el SNC de mamiferos
(Bijorklund y Stenevi, 1984).

Durante la década pasada se hah regi strado grandes avances _en
este campo, respaldando asi los primeros indicios positivos que
sobre implantes de tejido nervioso se habian obtenido hacia
principios de siglo. Hoy en dia,.se sabe que practicamente todas
lJas secciones del neuroeje pueden ser transplantadas con grandes
probabilidades de sobrévivencia, no solamente en SMMC de animales
neonatos o jdvenes, sino también en el cerebro v méédula espinal

de individuos adultos.

Stenevi et al. ((1976), fueron ]bs primneros en. estudi ar de
manera sistemidtica las posibilidades de mejorar las  t&cnicas
de transplante en SNC de mahiferos adul tos, & fin de obltener
mejores resultados,. Sin embargo, los estudios clasicos sobre
los mecani smos de regeneraci on neuronal en vertebrados
inferiores, han .prnporcionado las premisas basicas para las
nuevas jnvestigaciones al respecto.

Matthey ((1926), Stone (1944) , Stane vy Zaur (1940) y Sperry

- (1947), mostraron que algqunas estructuras oculares htransplantadas

o reimplantadas en salamAandras adultas, eran capaces de regenerar
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nuevamnente los patrones de cmnegidn tetinntecta), restanrando por
ende la visidn.

Otros ejemplos de transplantes funcinna]menfe =3ti tosns  en
vertebrédos inferiores; son lbs‘implantés de segmentos de médula
espinal en anfibios v aves jovenes, los cuales, establecen
conexiones neuwromusculares que permiten asi, el movimiento normal
y coordinado de Yas extrem’ dades (Detwiler, . 1%36: Fiatt,
192403 Weiss, 19503 Szgkely, 1963, 19683 étraznicky, 1963). For su
parte, 1las investigaciones efectuwadas en invertebrados, tamhi én
han Jjugado un papelhimportante en el estudio de la regeneracidn
newonal débida &K los implantes. Asi, en 1986, Fredmwan y Gage
efectuaron uwna cerie de investigaciones gue aportan sdlidas
.evidencias para la regeneraciodn de conexiones sfnépticas
especificas en el molusco Aplysia.

Asi pues, queda de manifiesto gue entre Jas caracteristicas
mas relevantes de los transplantes newronales intracerebrales
destaca su capacidad para establecer conexiones exntenszxs con el
cerebro hudsped. Uarios estudios, tanto en huédspedes adultos como
en neonatos, han demostrado Ja presencia de pfoyecciones
procedentes de las neuronas ubicadas en el implante hacia Areas
en el cerebro huéspeq (Bijorklund et alt ., 1976, 1779, 19803
éjorklund 9 Stenevi te977, 19793 Reebe et al., 1979; Jaeger Yy
Luand, 1979, 19803 Mcl oon y lLund, 19803 Mci .ocon et alY., 19823
Kromer vy Bjorklund, 19803 Oblinger y Das, 1982; Oblinger et al.,
19803 l.ewis vy Cotman 1980, 1983), asi combo proyecciones del
huesped bhacia el transplante (Lund y Hauschka, 19763 Oblinger et

al., 19803 Jaeger y Lund, 19803 .uand vy Harvey, 19813 Harvey v
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Lund, 19813 Kromer et al., 1981; Oblinger y Das, 19823 Hallas . et

al., 19803 Sunde y Zimmer, 1983; Segal et al., 1981).

Aunque el establecimiento de‘conexiones entre el implante vy el
huésped puedan cser .influenciaﬂaé tanto por el estadio dé
desarrollo del cerebro hudsped, como  por la localizacidn‘ del
implante asi como por 1a técnica gquirdrgica emp]eadé, parece
claroc que tales conexiones pueden.exhibir' un alto grado de
especificidad (Bjnrk]und‘y Stenevi, 1984).

De esta manera, nNUMSrosas evidencias experimentales, confirman
el alto grado de integracion que pueden Jllegar a alcanzar Jlos
implantes neuwronales en diversas estructuras del ‘SNC, cabe
destacar algunos de tales traﬁajos. En 1985 'Andefson et al.
demuestran mediante té&cnicas inmunocitoquimicas, que neuronas
septales imp]antadas- en el hipocampo de roedor, mar cadas
positivamente con acetilcolintransferasa (Chal), forman sinapsis
asimétricas con el tejido huésped y adehés reciben sinapsis de
natwraleza no _ctolinérgica. liegand vy Gash (1285) demnuestran
medi ante el empleo de peroxidasa de féhano'(HRP) la existencia de
proyecciones eferentes del ﬁﬂcleo supraquiasmatico contenido en
transpl antes intraventr;cu]ares devhipoté]amn anterior fetal.

Isacson et al. (12835) describen la funcionalidad conductual vy
_anatdmica de tranép)antes neurales ubircados .en el estriado
v(caudado—putamen) de ratas lesionadas previamente con 4&cido
iboténico, su evaluacion histoldgica revela altas densidades
neuwronales dentro de los transplantes y 1la expresidn posﬁtiva de
aceti]cn]inesterasa‘en toda 1a muestra.

En s estudio sobre la restawracion especifica de coneriones
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neural es hipocampales por .cé]ulas aranul ares dentadas,
transplantadas a ratas previamente lesionadas con rayos X,
Zimmer et al. (]985) detectan que, hacia Ja  tercera semana de
desarrolio post~transplante’  se alcanza el maximo
"intercambi o neuronal” entre el imp]ahte y el buesped, de *tal
suerte, &ua el transplante envia provyecciones hacia las fibras
musgosas de 1a capa CA3 del huesped, mientras recibe axones
procedentes de las fibras comisurales y de la via perforante
entorrinal.

En 1985 Ebner y. Erzurumlu, demostraron gue Jos transpl antes
de tejido embrionario, particularmente de células necocorticales
en suspensidn son susceptibles de recibir inervacion por parte de
axones talamocorticales de huéspedes de diferentes edades, con
este  fing fuerpn éna}izados individuos neonatos asd como de 3 vy
X0 dias de edad. l.a reinervacidn m&s profusa se reqistrd en los
neonatos, en tanto gue en 10s jndividuos de 30 dias se detectaron
proyecciones escasas.

l-as mbservécimne; en e].sentidmv de gque Jo= transplantes de
PMicleo supradptico y paraventricular hipotalamicos, colocados  en
el diencefalo }ateral de huéspedes adwltos jovenes, reciben
inervacidn por parte de fibras noradrendrgicas provenientes del
cerebro medio anterior (MFB), han sido obtenidas por Si]verman
et al. (1985), quienes evaluaron tales evidencias en varios
tiempos post-~transplante (6, 12 vy 20 dias), la reinervacidn mas
adecuada se registrd en sujetos con 20 dias post—-implante,
ademé&s detectaron mediante microscopia electronica  sinapsis

asodendriticaes v axosomidticas.
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Un estudio fino efectuado pn; Erasko y Das (1786) en el  que
se rastred el desarrolin, la diferenciacidn y la integracidn dg
los transplantes nes brinda algunos parametros interesantes
acerca de la paulatina formacidn  de la interfase vy wWlterior.
conectividad entre el implante v £ huégsped. Fara tal efecto,
fue transplantado tejido neocortical de fetos de 17 dias, en el
hemisferio cerebel ar derecho de ratazs adultas, Jas cuales fueron
sacrificadas vy analizadas a diferentes tiempos. £1 andlisis
reveld la presencia de A&reas  densamente pobladas de tejido
transplantado viablé,, en estrecha aposicidn con el huésped
después de 24 horas post-—-transpl ante. Tras dos dias de
sobrevivencia el transplante presentd wn enlace parenquimal
inicial con el cerebro hugsped. Hacia Jos dias 4 yv S5 la formacidn
de un verdadero neurdpilo implante—huésped,Aconstituia en si una
interfacse real entre los dos tejidos. For el dia 15, los
implantes alcanzarohun gran crecimiento, presentaron agregados
celulares interrelacionados a travées de una fing red de axones
que constituyd el .sistema' de conexiones intrinseéas de}
transpl ante. Fina]mente entre l1os 15 vy 20 dias post—-cirugia una
serie de fibras provenientes de 1la regidn pontina penetfaron en
‘el implante alcanzande la capa medular del 6i5mm.

Este trabajo pone de manifiesto la importancia de la interfase
que constituye Ja piedra angular sobre la qgue habra de
sustentarse el establecimiento de interconexiones.

Finalmente en relacidn a 1los patrones de interconexion
transplante-hudsped, mencionaremos }ﬂ trabajon de Ross vy Ebner

(1985), en el que 1los autores identifican 1la capaci dad
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di ferencial de varios nucleos.talémicns, complejao ventrobasal
{VB) y micleo posteromeds al (POm) para inervar a transplantes de
tejido neccortical embrionario ubicados en la corteza
somatosensori al primaria (SY)  de ratas adul tas, dichos
transplantes reciben aferentes desde POm pero no de VB, lo . cual
revela una sensibilidad diferencial de ambos nacleos hacia la

axotomia y en consecuencia hacia la reinervacidn potencial.

Al considerar la serie de. evidencias en cuanto a Ja
interconexidn transﬁlante—huésped, la pregunta insosiayable a
resolver, era sin lJugar a dudas, la relativa a. la natwaleza. de
lJos cambios que promovian v/o obstaculizaban la reinervacidn. En
este sentido, el papel determinantetque Jjunegan los factores
trdéficos en la promocidn y “guia” de la regeneracidn axonal,
queda de manifiestm en numeronsos trabains como Jos de  Neuwberger
et al. (L986) y Cornbrooks vy Kromer (1986), en los que se
relaciona el ti empo de regeneraci dn éxnna] asoci ado con
transplantes de célglas de échwann, las cuales son capaces de
yliberar factores que promﬁeven' la regeneracion de newonas
colindrgicas, de acuerdo a estos auto;es. A este'respecto, el
factor de crecimiento neural (NGF), es el prototipo de 1Ja
6n1écu1a néural.trdfica, fue descubierta hace aproximadamente 30
afos por !evi—antaicini (1952), y su secuencia de aminodcidos se
halla bien caracterizada, consolidandose asi, como wno de los
mode]os mol ecul ares de empleo mds generall zado, en e}l estudio de
) as fenomenos relacionados  con la ontogenia e interaccidn

trofica. No obstante, en afos recientes, han sido caracterizadas
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algunas otras mol éculas troficasf tales como =3 factor
neurotrofico (NTF) por Muller et al ., 1984, vy _e] factor de
crecimiento fibrobldstico (FGF) hacia principios de la década de
1980. l

HaEté hace poco, se penséba que’ la actividad del MGF se
restringia a neuronas perifdéricas originadas a partir de 1las
crestas newales, pero en los Nl ti mos anos se han
encontrado evidencias  en el sentido de‘que el MGF regula el
desarrollo vy mantenimiento de poblaciones de newvwonas cerebrales
(Mieto—Sampedro et ai., 1282). Existen ademas reportes en los qgue
se demuestra que el NGF incrementa especifica y selectivamente el
crecimiento de neuwronas colindgrgicas en transplentes de caudado

putamen v compleijo de ganglios basales en rata (Elack, 1985).

En la extensa literatura que sobre transplantes se ha generado
en los Altimos gﬁos, resulta relativamente frecuente el
4enc0ntrar gque los fendmenos de reconexidn implante-huédsped son
adjudicados en’ buené medida. a la presencia y actividad de
factores trdéficos, uno de estos trabajos es el de‘ Sharp vy
Gonzales (17985) en el que con el fin de probar la hipotesis de
aque los transplantes corticales fetales pueden disminuwir la
étrofia ta]éﬁica'causada por disturbios neonatales de ]é corteza
frontal {(CF), estos autores colocaron implantes uwnilaterales de
corteza frontal de embriones de I8 dias de gestacicon en un  grupo
de ratas a las cuales se les habia disectado la CF al nacer, un
segundo grupo de ratas recibid gelfoam, el cual, es un material

sintdtico y biodegradable que en ocasiones funciona como sustento
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de fibras newronales. Noventa d;as después, ambos grupos fueron
sacrificados y las &reas talamicas respectivas fueron analizadas.
lLas dreas ta]émicas'ipsilaterales al transplante de CF, mostraron
dimensiones significativamente mayores que las correspondientes
al agrupo gue recibid gelfoam, de acuerdo a 1os autores, este
fenémeno.puede deberse a los efectos trdficos del transplante
zobre 1a corteza y el t&1amo dé] huésped neonato.

l.a inoculacidn de peroxidasa de rdbano marcada con lecitina de
germen de trigo (WEA—~HRF) . demostrd la existencia de
interconexiones tranéplante huédsped. La identi ficacidn _ de
provecciones talamicas del huésped, siwgiere aque ]DS;tFBDSPIRHtES
constituyen un blanco para el desarrollo de newonas talamicas.
Estos resuwltados establecen que Jos trastornes en 1a corteza
frontal de individuos neonatos, pueden ser aminorados por los
transpl)antes corticales fetales y que estas acociones se deben en

buena medida, a la presenéia de factores trdoficos.

[

La Interfase Transplante-Huésped

£l estudio newrocanatdmico de los trahsplanteé, involucra
necesari amente e andlisis de la reaccion g]ié} presente durante
la integracidn de los tejidos transplante-hudésped. |

Durante Jos 10 dias posteriores a Jla Jesidn del &NC, ha sido
detectada, la formacidn de una capa meningeo—~glial que consta de
una membrana basal, fibroblastos v c#lulas gliales (Wuijiek v

Reir, 1984), l1la cual constituye una barrera mecanica para el

crecimiento axonal (Kiernan, 197%9:; Eerry, 1979, 1983, 1985), en
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consecuencia, los asones que .tiendan a ecruzar la interfase
transp]ante—huésped (T/H) habra&an de atraverar antes de que la
harrera se hava 'estahlecido, o bién, élfernativamente, es
posible que la Toicatrizacion glial" sea retrasaﬁa o inhibida
por accidn del implante.

El transplantar tejido cerebral fetal a) SNC adidto conlleva
2l siguiente jusao de interacciones: 1) £1 ShC  del hudésped
reacciona ante el tr@nsplante; 2) los transp)antes fetales
reaccionan ante la pérdida de, su ambiente normal, aungue su
crecimiento y diferénciacidn son restawrados uwlteriormente vy
3) el transplante y el hudsped tienden a establecer comunicacidn
a travées del intercambio de conexiones reciprocas.

a6 este recspecto, Gibs vy Cotman (1986),’5ugieren en su trabajo
sobre 1a sobrevivencia.y crecimienteo de transplantes. que: 1) el
introducir un lapso entre la lesidn y el trénsplante, incrementa
jas probabilidades de sobrevivencia vy un adecuado desarvollo de
los 'implanteé v 2) que, géneraimente, las fibras formadas en los
transpl antegs cbmpite& se]éctiQamente con Jas prnye::inneé nativas
del hugsped durante el proceso de reinervacidnl

La ausencia de una cicattizaciﬁn profusa en regiones de
estrecha apoéicién T/H sugiere que el tejido del SNC fetal
transpl antado interfiere con el proceso de formaci on de Ja citada
barrera glial. Dos explicaciones parecen plausihleé, en primera
instancia, el transplante fetal puede inhibir el crecimiento de
fibrobl astos o el alineamiento de células vy  preocesos

astrogliales, mediante Jla neutralizacion de la actividad del

factor de crecimiento fibroblastico (FGF) (Rerry, 19283). La
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la ausencia de

'

presencia del inhibidor del FGF puede explicar

invasidn fibroblastica en cerebros de animales neonatos Y

fetales (Rerry et al., 1983).

Un fendmeno jinteresante en este contexto, es Ja observaci on de
que las cdilulas gliales procedentes del transplente fetal, migran

hacia el cerebro huésped (Lindsay, 12847 Rai=sman, 1972): tal

migracidn puede suprimir la cicatrizacidn en el pardnquima del

huesped, ya sea por secrecidn de factores inhibjitorios o por

el establecimiento de contactq con clulas astrogliales del

hueésped. LLa segunda éxplicacién supone que la cicatrizacidn  es
dependiente del contacto de 1la astroglia con fibroblastos y/o0 con

l1a matriz extracelul ar derivada de Jlos fjhrnb]astbs. Se ha

propuesto  que estos Wltimos pueden ser alejados mecanicamente de
l1a astroglia, tanto en e} cerebro inmaduro como en la iJinterfase
T/7H, en virtud de que el crecimiento neuwronal puedelocupar la
zona necrotica hacia los mérgenes de la lesion, . impnsihi]itando
asi el contacto astroglia—fibrobiasto, vy potenciando, por ende,

-la reinervacidn (Raishan, ]?7?).
- Tanto la glia fetal como la glia reactiva del adulto, pueden

secretar laminina, la cual, es wna substancia capdz de proveer un

sustirato para el crecimiento de axones y dendritas (Liesi, 1983;

Liesi et al., 19833 Liesi et al., 1984).

En conclusidn, Kruger et al. (1986) demuestran la existencia

de tres diferentes tipos morfologicos de interfase desarrollados

entre transplante y hué#sped, dos de 1los cuales difieren de la

cicatrizacion tipica del] SNC adulto. Asi pues, e} transplante

neuronal. altera la respuesta del huésped ante el trauma e inhibe
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el proceso de cicatrizacidon normal, ya sea por la liberacion . de -

factores inhibitorios que actden sobire astroglia vy/0
fibroblastos, o bien por la prevencidn mecdnica del contacto
entire la astroglia del huésped y los fibroblastos, los cuales son

necesarins para la consolidacion de la barrera glial.
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CAPITULD II

Relacidn de 1a Neocorteza Gustativa y del Complejo Amigdalino

con el Condicionamiento Aversivo a l1ps Sabeores (CAS)
EFl Condicionamiento Aversivo a los Sabores.

En nuestro labhoratorio hemos utilizado el hnde]o cnndﬁctua] de
Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAs), originalmente
propuesto por John Garcia, en Ja deécada de 1260, para evaluar lax
recuperacion de tos transplantes de tejido cerebral en ratas
previamente Jlesionadas. Barcia et al. en 1985 prapﬂsiernﬁ wun
‘mpdelo de condicicnamiento en el que involucraron a los
mecani smos de défensa externos e internos que se desarrollaron en
los vertebrados como consecuencia de las presiones selectivas
dentro de la cadena alimenticia (BGarcia et &l., 1955).

Los estimulos pertenecientes al sistema externo como son
spnidos, chogues eléctricos, mordeduras, etc., vy los aspciados
con el sistema interno, comn es la irritacidn gastricag sSon
integrados en sustratos anatdmicns >indepéndientes eﬁ el Sistema
Mervi.oso Central (Garcia et al., 19853 Bermidez—-Rattoni, 19864).

Dentro del sistema interoceptivo, el CAS desarronllado por
Garcia, ha sido desde la década de 1960 un método wtilizado
ampliamente en gran variedad de especies. En este tipo de
condicionamiento, él gusto se presenta como estimiulo condicionado
(EC)Y, el cual es seguido por irrita:fdn géstrica, como éstimu]n
incondicionado (EI). Una vez gque el animal ha integfado esta

informacidn, generalmente desarrpolla una aversiodn &} gusto cuando

se le presenta nuevamente este estimulo.
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Fundamentos Neuroanatcini cos

Garcia et al. (1967) han sugerido nque ! CAS-es wan reflejo de
la organizacion del sistema nervioso céntra]. En este sentido se
sabe que las fibras nerviosas que llevan informacidn viscetral v
gqustativa convergen en el nicleo del tracto solitario. Esta
relacidn anatdmica provee un circuito que pirrocesa  tanto 1la
informacion gustativa como los efectos 'vi scerales gue suwceden a
la ingestidn de alimentos (Garcia et al., 1983). .

Entre las estricturas cerebrales supericores que se -han
asociado al CAs estan: ) La amigdala (niclens central b4
basol ateral), Nachman y Ashe (1974)3 l1a region septal (Me Gowan
et al.,i17969); el hipocampo (Miller et al., 1971)s e hipotalamo
(Gold Yy Froulx, 1972, en el sistema limbico v 2) el d&rea

qustatoria de la neocorteza (Braun et al., 19272; NMorgren y Wol¥f,

1975).

En mamiferos, las aferencias gustativas gue ascienden a traves
de los nervios VII, IX vy X, establecéﬁ relevos'de primer orden en
los tertios_rusfrales del ntecleo del tracto m=olitario. Asi mismno,
este nGcleon recibe Aaferencias viscerales provenientes de las
ramas hepéticas del nervio vago que éon sensibles a l1a irritaci dn
gastricas del area péstrema s1la cual detecta la presencia de
toxinas en Ja circulacion periferica, asi como  del =istema
vestibular, con sensibilidad a ndusea producida por movfmiento.
El relevo gustativo de segundo orden, consti tuwd do por ‘neuronas
con capacidad de respuesta ante estimalos gnstativos, se ha

Jocalizado en e} - A&rea parahranguial del puente o drea- gustativa
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pontina, 1a cual smite proyecciones hacia el nucleo posteromédial
ventral del té]amp (PHMV) . l.as neuwwronas dei nitecl eo FMV envi an
proyecciones gustativas hacia la corteza somabtosensorial ventral
e insuwlar anterior en 5a rata (greés 1IZ v 14 de 1a neccorteza)l,
denotada como Meocorteza Gustativa (MG) (Braun et al., 1982).

lLasi ter et al. (1 e82) han reportado la existencia de
provecciones directas entre el éréa pontina del qusto vy la
neocorteza qgustativa de 1a rata,' por su parte Saper (1982) vy
Shipley (1932) han mostrado nque  as neuwronas de la MG insular
proyectan axones hacia el complejp parabraqui al Yy la reggdn
caudal del ndcleo del tracto szolitario. Un afo despuds, en 1983,
Lasiter vy Glanzman demuestran que Jlas aferencias pontinas que
recibe tanto el ndcleo ventromedial talé&mico como la MG tienen su
origen en Jas micsmas neuronas, es decir., colaterales auoni cas del
area qustativa del puente proyectan tanto hacia PHMVY como a NMG.

El papel de cada uwuno de estos patrones newrales en 1a
sensibilidad gustativa, ha sido inferido a través de métodos
conductual es, electrofiss ol gl cos yv neuroanatdmicos., Jo que ha
hecho posible el concluir can alguna seguwridad que, mientras 'las
zonas talamicas (FMVY) Y parabranqui &) pontina, =e hallan
involucradas en la percepcidn del gusto, la neocorteza gustativa
se relaciona fundamentalmente con la discriminaci dn gustativa
fina asi como con la modul acidn conductual gustativa (Lasiter et
al., 1982). A

Dentro de) csistema limbico, una de }las estructuras con mayor
profusidn de aferencias gustativas, es el niaclen central de 1la

amigdala. Estas aferencs as provienen de proveceoiones directas del
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Tdreaa gyﬁtativa paontina asi como del nlcleo del tracto solitario

(Voshart y VYan del Kooy, 1%8%).

Recientemente se ha encontradeo que las newronas del nicl eo

‘cehtrél de la amigdala. proyectan axones al complejo parabranguial

y al nmiclen solijitario, lo cual indica qué Ja amigdala pudiese

tener un papel modulador sobre la actividad de las neuwronas de

los primeros relevos de Jas afterencias gustativas y viscerales

tErettek v Price, 19783 fPrice y Amaral, 1981), (fiqg. 1).

En 1982 t{asiter reporta que la neocorterza gustativa recibe

aferencias directas provenientes de los nmcliens amigdalinos

}ateral vy baso)ateral, tales provecciones amigdalo-corticales

ascienden Hacia la npeccorteza gustativa por via de la cApsula

externa v e} ) avstrum. El papel de estas aferentes en el

condicionamiento aversivo a los sabores fue elucidado a través de

la produccidn de lesiones en las diferentes estructuwras

involucradas; cadpsula externa, claustrum, neocorteza gustativa y

complejo amigdalino, ¥ verificado megiante técnicas
[ . .

histoquimicas,’ tales como transporte retrdgrado de algunos

colorantes fluorescentes vy la degeneracidan Waleriana anterograda.

Asi, mientras las lesiones en NG y amigdala generan

blogueons en el "aprendizaje"” del CAS, 1a gliminacion de las

proyecciones amigdalo—corticales, no produce deterioro

significative en el citadeo aprendi=zaje, t.asiter et al. (1983).

i



Figura 1. Esnuema que muestra la confluencia de vias neurales
viscerales y gustativas en 1a&a rata. Es posible apreciar Ia

participacidn de ia neocorteza gustativa vy el complejo
amigdalino, en tales vias. Abreviaturas: {(AM) amigdal a, {CB)
cerebelo, (CTZ) zona de quimiorreceptores, (LRF) formaci én

reticular lateral, M.) lemnisco medio, (N1S) nacleo del tracto
solitario, (OB) bulbo olfatorio, (SI) sustancia innominata, (8T)
nicleo subtaldmico, (VB) complejo talamico ventrobasal. Tomado de
Kiefer, S.W. ((1985).
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Metwroanatomia de la Heocorteza Gustativa

vy del Complejo fAmigdalino

En concordancia con 1o exwpresado en lineas anteriores, se sabe
que la destruccidn tanto de la neccorteza gustativa como de los
nacleos amigdalinos; elimina la capacidad de asociar el estimulo
gustativo con 1la irritacidn gdéstrica, e imposibflita que se
establerca el CAS. Debido & esto, y en virtud de gue el presente
estudin tiene como cbjeto el estudiar la recuperacidn anatdmica
de los tfansp]antes neocorticales vy ami gdal inons, habremos de
retomsr las caracteristicas neurocanatdmicas propias de 1as

citadas estructuras cerebrales.
i.a Meocorteza Gustativa

Hacia 1260, la converaencia de una serie de evidencias
anatdmicas electréfisiolégicas y conductuales hacian posible la
delimitaci on ‘de unlﬁérea enrtical gustativa" en Ja rata, que
cnmprehde una regidn de corteza adyacente al surco rhinal, con
dimenéiones aproximadas de i X 3 mm atravesada por la arteria
éerebral medi a (Renjamin vy Akert, 19593 Benjamin Y FPfaffmann,
1955y, esta porcion de 1a neocortezra gustativa es conocida como
2l &rea cortical gustativa somatosensorial. Sin embargo, gracias
a 1los trabaijos de Norgren vy ol f (1973)3: Yamamoto vy Kawamura
(1272)3; v Yamamoto et a21l. ((1981), fue posible verificar la

exxistenci a tfe umna porcidn inswlar de la NG, de manera que hoy en

dia se sabe aque . la neocorteza gustativa esta formada
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Fundamentalmente.por dos areas, ia somatosensorial v la insular,
(fig. 2).

El auge en la invesfigacidn sobre 21 condicipnamiento aversivo
a los sahores comenzd hace aptoximaaamente 15 anos (Doemian,.
19680). EY primer estudio de "neocorteza gustativa" en esltrecha
relacidn con el CAS fue efectuado poriaraun et al. en 1972.

Entre 1as principales aferenci as gustativas gue recl he Ja
nencorterzra gustativa, figquran las prDveﬁientes de: el nicleo
parabranaui al marginal o drea qustativa del puente (Morgren vy
Lol £, 1973) 3 nﬂcleosl del area wventromedial talsmica (l.asiter
v GY anzman, 1983; l.asiter et al., 19282); y compielo
amigdalino (trettelkr vy Price, 1274, 1977, 19783 lasiter et al.,
19823 Lasiter, 1982).

NMorgren v 6Grill (1976) Yy mas recientemente Saper (1982) Y
Shipley (1982) han mostrado que las neuwronas de la MG insular
proyectan axones hacia el complejio parabranguial Yy la porcidn-
caudal del ndclen solitario, lo cual ‘HDS habla de qué esta
corteza jinsular tiene']a stébiIidad de modular directamente 1a
actividad de las neuronas de primer orden en las vias gustativas
Yy viscerales.

En residmen, los resultados condtictuales e histoquimicos
realizadons en MG reflejan la presencia de conectividad intfinseca
entre Ja neocortera gustativa insu]ar v la neocorteza gustativa
somatosensorial. Ambas reciben prpyecciones talamocorticales
pero splamente la porcion ingular recibe aferentes ol}fativas
directas. Al gunas neuronas del fragmento somatosensorial emiten

proyetciones hacia 1a porcidn insular, en tanto gue éste M1timo



Figura 2. Esquema qgue muestra Ja neocorteza gustativa en =su
porcidn  insular (B) v somatosensorial (A), parte superior. En la
porcion inferior, es posible observar las jinervari ones gustativas
que convergen en 1a nencorteza. Abreviaturas: MTS, ntcleo del
tracto solitarios FBi, nacleo parabragudal medi al 3 DEC,
decusacidn del braquium conjunctivumi; CIB, haz tegmental centralj
VM, nicleo talamico ventromeds al posterior: VE; niclen talamico
ventralgs .M, lemnisco mediog Zi, zona incertag Cl, capsula
internas GN, neocorteza gustativa. Esquema suwperior tomado de
Braun, Lasiter vy Kiefer, (1982); parte inferior de: lasiter,
Glanzman y Mensah, (1%982).
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envia atones hacia el nidcleo solitario y el complejo parabraguial

(Morgren v Grill, 197463 Garcia et a]..»]QBS).

£1 Complejo Amigdalinn

t.a amigdala es, como su nombre 1o indica, una estructura
cerehral con forma almendrada, que se ubica entre la cédpsula
interna vy el hipota&al amo. Esta estructu%a posee wn  atractivo
particul ar debido a 1a amplia y variada gaﬁa de fupciones con las
cuales se halla invnfucrada, por ejemplo, estimul aci on ejéctyica
de di ferentes. porcicnes del compleijio amigdalino origina
trastornos respiratorios v cardiovesculares, ronductas de escape
v defensa, salivacidn, modificaciones de la motilidad
gastrointestinal y movimientes masticatorios (Gloor. 19557 19260),

En armonia con esta aparente complejidad funcional, los
estudios sobre l.a citoarquitectura amigdalina han revelado wna
6anifiesta complejidad estructﬁral debida a la presencia de
numerosos  nuacleos, ‘grupos ﬁuc]eares y subdivisiones de Jos
mismos, complejidad tal, que se ve incrementada a medida gue el
complejo amigdalino e=s analizado mediante las nuevas teécnicas
histoguimicas e inmunohistoguimicas (Shiosaka et al., 1983),
(fig. 3>.

El complejo amigdalino se =itua ]atera]menfe con respecto al
hipotalamn v ventralmente en relacidn al cauwdado-putamen y al
globo palido. Rostralmente se extiende hasta el nivel del rmicleo
supranqui asmatico v caudalmente hasta el nivel del cuerpo mamilar.

E3 compleijo  amigdalino se divide generalm=nte en vos




Figura 3. Esquema qgue muestra Ja estructura del compleio
amigdalino, donde puede apreciarse la ubicacidn de los nucleos
basolateral y lateral. Abreviaciones: Bl.,, nuclen basolateral; En,
nicleo endopiriforme; BM, nicleo basomedial; Cel., ndclen centraljg
CeM, nicleo central medi al g I a, niclec Jaterals 1. nkc) eo
intercalar; PO, corteza olfatoria primaria; Me, eminencia media;
CPu, caundado putamen. (FPaxinos, G, y Watson, Ch., 1982).
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masas nucleares principales, un grupo nuclear corticomedial y o un

grupo nuclear basolateral (Crasbhy y Humphrey, 1941;'B]nnr. I Q60) .

Grupeo Muclear Corticomedial

Este grupo nuclear se halla subdividide en =eis sreas
nuwleares a saber: 1) nitcleo amigdalino medial (am)} 2) Arrea
amigdal ohi pocampal g 35 micleo .cnrtica] anteri or (aco);
4) complejo periamigdalino; 5) nicleo cortical posterior (pco) Yy

&) nQC]@D del tracte ol fatorio ]étera].

Grupo Muclear Rasolateral

For su parte, el grupo nuclear baspolateral estd integraxdo por

4 ndcleos, que son: 1) micleo amiqgdalino lateral (al); 22) ndcleo
amigdalino basolateral (abhl)z 3J) naicleo amigdalino basomedi al

(abm) vy 4) ndcleq amigdalino central (ac).

Conexi ones Eferentes

- Estria Terminal

Este és uno de l1os dos sistemas maymreé de proyecﬁidn eferente
propios del complejo amigdalino. Se ha mostradeo que la mayor
parte de las fibras que constituyen la estria términa] (S1) se
Ariginan en la porcidn corticomedial del complejo (Fox, 1940).
Sin embargno, estudios histoQuimicos recientes han reve]édo aque
élgunas de las fibras en cuestidn tienen =su origen >en, otros
conglomerados nueleares de l1a amigdala, tales como: abl ac, abm,

am, pco y del Ar-ea amigdalo—-hipocampal. S bta 8T inerva

[P RO SR W IO TR ERERUDDEIERE TEAR N
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principalmente a: el ndcleo de ia estria terminal (bst), el area
septal , 2] niclen acumhens v el hipotalamo (Fox, i?qo;'Krettek Y
Frice 19783 Lammer, 1972).

— Proyecciodn Aamigdalofugal Ventral

Las fibras amigdalofiugales ventrales tienen su origen en (abl)
v oen la corteza piriforme (Cowan et al., 1965; 6Gloor, 1955) .,
Estas fibras pasan a través de - la substancia innominata vy
penetran el érea'predptica lateral;_hipotélamn, nuacl eo acumbens;
area septal, banda diagonai vy putamen ventral.

Algunas de las fibrés =e introducen en el &rea predpticay el
hipotalamo, arriban al peddnculo talamico inferior para proyectar
hacia la parte  magnocelul ar del nicl eo dorsomedi al del +alamo
(Fox, 1343).

~ Conexiones 01 fatiwvas .

EX complejo ;migda]ino - reci be aferencias ol fativas
substanciales. Sin embargo, existe cierta evidencia en el sentido
- de qﬁe el compleio amigdalino proyecta hacia 1 bulbo D]fatofio
(Kevetter vy Winans, fqei; Kre£tek y Price, 1977>.
= Provecciones Amigdalocorticales

Algunos autores han reportado la presencia de proyecciones
eferentes desde (abl) hacia el &rea prelimbica e infralimbica de

la corteza (Krettek vy Price, 1977) . Garcia et al., en 1985

seffalan la existencia de conectividad reciproca entre la
neocorteza gustativa insular y 1 nicleo central de 1la
amigdal a. l.asi ter (1982) demuestra la presencia de

provyecciones amigdalocorticales entre dBG v 1os nicleos lateral vy

basol ateral de la amigdala.
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For su parte, las proyec:io%es descendentes que parten de
ndcleo central amigdalino establecen sinapsis con: la parte
1 ateral de substancia nigra, el area tegmental ventral
la formacidn reticular mesencefélic;, la substancia gris
periacueductal , el srea parahranquié]; 21 Toocus cerndeus, el
nicleo del tracto solitario, el nidclsn motor dorsal del nervio
vago v la formacidn reticular (Krették v Frice, 1278). I & mayor
(Morgren,

nparte de estas proveccioness son de natwaleza reciproca

19763 Ottersen, 1981: Saper v ioewy, 12980).

Conexiaones Aferentes

~ PFroyecciones taldmicas

Ottersen v Ben—-Aari ((197%9), han reportado que Jos patrohes de

7

proveccidn precisos parten del talamo vy hacen sinapsis con el
compleio amigdalino.
— Proyecciones telencefdlicas

Los axones del cuerpo p&lido ventral y de la parte ventral del
globo palido tgrminan en el (al) y (abl); por otra parte, algqunos
axones originados en l1a 81 arriban a la totalidad del complielio.

~ Proyeccinones olfativas

Es hien sabido gue el compleio amigdalino recibe numerosas
fibras aferentes desde el bulbo olfatorio, que dan origen a los
sistemas vomeronasal y ol fatorio de J1a amigdala (Kaisman, 1972).
- Conexiones intraamigdalinas

En 1978, Krettel y Frice reportaron un estudio detall ado sobre
laé conexiones intrinsecas del complejo. Mostiraron ﬁue: (al)

proyvecta hacia abm, ac vy corteza periamigdalinas abl hacia &KC2,

nucleoi del‘tracto olfatorios abm hacia la capa  celular de am y :
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Area amigdalohipocampal, corteza periamigdalina £ corteza

endopiriforme.

Neurotransmi sores

En una recopilacidn realizada por
autores hacen patente el hecho de que en ] complejo awigdalino

existe una amplia y variada gama de newropdptidos cnwa uvbicacidn

ha sido bien estudiada. Sin embarqo, destacan ) escaso

conocimiento que sobre la whicacidn exacta de newoltransmisores

como  GAREBA, ACh, catecol aminas (CQ), serotoni na e histaminas; se

tiene hoy en dia.

Asi, mientras se carece de una descripcidn acerca de Ja

distribucidn de£a11ada de las terminales GARA-€¢rgicas dentro de
la amigdala, se sabe gue el complejo amigdalino, posee nRUREFrOSas
terminales catecolaminéfgicas taleé comp la proveniente del locus
ceruleuns (noradrengérgica) o la gue parte del nmcleo tegmental
dorsal (depaminérgica).

Wonl f v Butqher (1982, 'Beﬁa]an ]a'presencia de acetilcolina
en el nicleo basolateral amigdalino. £n este sentido, resulta
interesante hacer enfasis en 3 hecho de que, dentro del Histema
t.imbico, los nibclens central vy basnlateral de la amigdala, sbn
las estructuras principé]es que reciben aferencias gustati vas
(Sarter y Markowitsch, 1985),' de manera que la presencia de un
alto contenido de acetilcolina en el nicl eo basol ateral
émigdalino, sugiere que este peurotransmisor juega uﬁ papel
importante en el CAS como lo seralan Jos trahéjos de

Bermidez—-Rattoni et al. (128%, 1983), en los cuales, fueron

Shiosaka et al. (193833%) los

''''''
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reqgistradas Jas modificaciones en el CAS, consecuentes a .la
aplicxeiomn de algunos agoni stas Y antagoni stas de la

acetilecnlina, tales como fisostigmina y escopolamina.

Neuropéptidos’

De manera similar a la riqueza del complejo amigdalino en

. ~ .
cuanto a newrotransmi sores clasicos se refiere, la presencia de

neurnpdntidos en esta estructura cerebral, es sin lugar a dudas
profusa v variada, como 1o revelan los trabhajos de Ghiosaka et

al. (1983).

ASY , péptidns tales combd somatostatina (SUFM) , suhistancia F
(5P) , neurotenéina (MP)Y, encefalinas (ERK) , colecistocinina
(CCK), polipéptido intestinal vasoactivo (VIP)Y o hormona
adrenccorticotrdpica (ACFH), factor liberador de 11la hormona
Juteinizante (JHRH),  asi como oxitocina (OXY) Yy vasopresina
(VP)Y, han sido detectados mediante métodos inmunocitoquimicos,
en los diversos ndcleos y complejos huc]earés gue forman parte

del complejo amigdalino, principalmente hacia los ndcleos

basolateral, Jlateral, central, medial y basomedial (Shiosaka et

al., 1983).

Entre Jos patrones amigdalofugales peptidérgicos, destacan los

que hacen su arribo en el drea hipotaldmica a través de la estria

terminalis, los cuales son portadores de SOM, 5P, Ni, ENK vy VIP.
En este sentido, es idimportante tener en mente, el que las

conexiones amigdalohipotalamicas =& hallan involucradas en Ja

requlscidn de funciones auwtdnomas, enddcrinas y conductuales.

De manera reciproca, e}l complejo amigdalino, recibe numerosas




Y

aferentes peptidérgicas, portadoras de VP, OXY, LHRH y ACTH, las

cuales probhablemente se originan

Finalmente, en relacidn a la

complein amigdalino, Shiosaka =t

de

Ja naturaleza peptiddrgica

intrinsecas, en J]a&as que se havan

neuwrotensina y la somatonstatina.

en dreas hipotalamicas.

!
presencia de newopdptidos en el

‘al. (1983) ponen de  mwanifiesto

algunas conexiones amigdalinas

involucradas la substancia F, Ja
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CAFPTIIN.O TTX

Matodos en el Trazado de VYias pMeuronales

Consideraci ones Generales.

Existe wun buen nimero de técnicas disponibles para ja

exvploracidn de la organizacidn del Sistema NerVioso.
Las técnicas mds frecuentemente empleadas en el estudio de la

anatomia del SHC, pueden ser agrupadas en cuatro categorias

principales, (fig. 4).

1) lLos métodos pertenecientes a 1a prinera categoria, resultan de
especial interds cuando se desea conocer la geometria dendritica
Y axonal de las neuronas marcadas y del espacio adyacente ] estas
(Mugnéni, 12853) . Incluye a los métodos de tincidn de Golgi, los
cuales, consisten en'fijar peouenas secciones de SN en ana
solucidn de dicromato de potasio v acido dsmicog 51 cabo de un
lapso de tiempo variable, el tejidp es transferido a una soluci on
diluida de nitraté de plata, finglmente las piezas son cortadas,
deshidratadas y montadas en portacobjetos de cristals esta
categoria comprende asimismo a la administracidn ”in vivo" de
marcadeores. Lds metodos de marcadores in vive son aguellos
en los que una substancia como la peroxidasa de rébano,r puade
SE; invectada ©en neuronas i1individuales con (=)} proposi to de
mostrar el cuerpo newwronal Yy o sus procesos (Flater vy

tlicholson,

1973).

2) l.a s=egunda categoria comprende & los metodos orientados hacia

el andlisis e interpretacion de los  cambios degenerativos

U N L TR RRATSEREN N
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Figura 4. Representaridn esquematica de algunas técnicas
empleadas en el estudio de la anatomia del SNC.
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estructwrales, gue acompaian a‘ los diverspns tipos de lesidn.
Estos metodos purden ser combinados tanto con microscopfa de lusz
como con microscopia electronica. Algunos  ejemplos cladsicos  de
este tipo de meétodos son: el 'de Nisgl para la demostracidn de
cromatdiisis en el cuerpo celular neuwronal, v el de Harchi con el
nue cse tifen las vainas de mielina en proceso de desinteqraci&n.
Sin embargo, estos métodos pueden ser superados por Jas  npuevas
modalidades de las técnicas de impregnacién argéntica en axones vy

terminales axdnicas degeneradas.

3) La tercera‘categnria incluye los métodos de trazado de vias en
los cuales, tras la incorporacion de algunas substancias como
colorantes fluorescentes, enzimas exdgenas, malécul as marcadas
radioacti vamente, etc., es posible detectar su transporte Y
subsecuente chalizaéién en diferentes regiones neuronales

(Mesulam, 197%9).

4) Varios metodos histoquimicos han sido empleados en el mapeo de

patrones nerviosos. Ejemplos de estos SOon: el método de
histofluorescencia con monoami nass las teéonicas
inmunohistaquimnicas recientemente desarrolladas para la

identificacidn de diversas substancias ne%rntransmisnras y el
métodn de Timm para la demostracidn de metaless (Danscher vy
Zimmer, 1278).

En seguida describiremos con mayor detalle el método de la
peroxidasa de rébano, empleado en el presente estudio, el cual,

ha sido ampliamente utilizado en la exploracion de Ja

organizacidn estructural del ShNC.
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FEROXIDASA DE RABANO

lLa enzima permxidasa de rabano (HRF), posee sin lugar a dudas
un  amplia gama de aplicaciones en el trazado de vias newales..
FPese a que la membrana plasmatica, constituye wna efectiva
barrera para swt libre difusidn en cdluwlas intactas, la HRP es
capas de prenetrar =3 interior de.las netwronas a traves de
preocesos endociticos (Me%ulam, 1982). |

Mas de wan siglo habria de transcurrir entre el descubrimiento
de la peroxidasa yl Su aplicacidn como trazador newronal.s La
primera descripcion de la actividad de 1a peroxidasa se remonta
hacia 1885, cuando  Schoenbein encontrd que Jos entractos de
algunes hongos vy otres tejidos en rresenci a de perditido  de
hidrdgeno o simplemente al contacto con el aire viraban el color
de algunas soluciénes (Paul , 1263).

Ei aislamiento y eventual purificacién de la peroxidasa de
rdbano fue efectuada por VWilstatter y cn]éboradores entre 1917 vy
‘1924 (Keilin y'Hartrée, 1951); mientras gue su cristalizacidn fue
reportada por Theorell en 19242. Sin embargo, no fue sino hacia la
década de 1960 vy 1970, que la utilizacidn de HRF por
neurofisidlogos y neuroanatomistas, registra un considerable
aﬁge. Asd , tras la introduccidn del uso del transporte axonal
retrongrado de trazaﬁnres macrmmo]ecu]areé, »particu}armente de
HRP,.esta enzima se ha consolidado como uwn mé&lodo sensible vy
confiable en la identificacion de cuerpos celulares que dan
origen a provecciones de fibras hacia un sitio dado dentro del

sistema nervioso La WVail, 19753 Jones, 1975 Kristensson vy
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Olson, 12713 La VYail vy La Vail,.1972). ) o
j.a subsecuente demostracidn de que Ja HRPF es Trﬁnﬁpmrtada por
1ns axones en direccidn anterdgrada (Hansson, 19735 Mesulam vy
Mufson, 19850) ha permitido la ‘enpan%idn de JYTas aplicaciones
potenciales de esta  técnica, en el contexte de los trazadores

macromol ecul ares.

Aplicaciones Risicas

E1 méatodo HRP presenta tres éplicacjnnea rotenciales basicas:

[

1) Determinacidn de Froyecciones Aferentes
ta administracion de HRF en alguna region del SN poseedora
de terminales axdnicas, conlleva la incorporacidn y subsecuente
transporte retragradn del trarzador, hacia los cuerpos new onales.
£1 empleo de métordos hisfoquimicas altamente sensibles puede
revelar Jo extension tmta] de una neurona marcacdca, inr]dyendn S
arbol dendritico v colaterales axdnicas. La aplicaéidn de HRF
puede ser combinada Eon Ja ép]icécidn de wun seguundp marcador,
por ejemplo algin compuesto fluorescente o un marcador
radioactivo, con el fin de determiﬁar la presencia de

provecciones colaterales por doble marcaje retrdgrado.

2) Determinaci dn de Proyecciones Eferentes

i.a peroxidasa inoculada dentro de la materia gris, es
susceptih]e de =ser incorporada por Jlos somas neurales. Eztas
neurenas  transportardn el material ortdgradamente a travées del

avdn hacia su - kerminal sindaptica, =in embargo, este. transporte
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anterdgrado de HRP puede ser visualizado sol amente a través | de

métodos histoguimicos de alta sensibilidad, particul arumente con

Ja aynda de microscopia electrdnica (fig. S).

3) 8 el tiempo de supervivencia post-administraci dn de HRF es de

unos cuantos minutos O pocas horas, =31 posible  Jograr

impregnaciones de cuerpos celul ares, . drboles dendrilticos y axtones

wwhicados en teorno al sitio de inoculacidn, con 1o que‘sé
jogra una definiciodn opt i ma de las ectructuras marcadas
comparable a la obtenida mediante las tdcpnicas de Golgi (Hedreen
v McGrauvth, 19773 Keefer, 1978). Mas &vn, como uwn refinamiento de

esta aplicacidn, la HRF puede ser aplicada intracelularmente

(Scalia y Colman, 1974).

i

Caracteristicas de la Peroxidasa de Rabano

lLa peroxidasa de rabano se encuentra, como st nomhre 3o indica

en el r&bann comﬁnA (Cochiearia_ armoracial), aunque algunas
j soenzimas han sido detectadas en &1l camote, el germen de trigo y
algunas levaduras..

El F.M. de 1la HRF es aprodimadamente de 40, OO0 (59,8500 &
44 ,100) daltons, st didmetro molecular es de - 4.74 nm cCon o un
radio de hid?atacidn de 0.3 nm (Rennke y Venlbzatalacham, 1979).
E=ta considerada dentro del grupo de las glicoproteinas
que contienen un grupn hemo (Straus, 1964).

En presencia de su sustrato, perdusido de hidrogenm,‘la HRF es

capdz de catalizar la oxidacion de ciertos compuestos denominados

-



Figura 5. Representacidn esquematica de una neuwrona, en la que es
posible apreciar, }la incorporacidn y transporte de l1a peroxidasa
de rabano (HRP) tomada de Mesulam (1982).
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cromagenns (CHR)Y ., originandeo asi un producto de reacesidn visiple.

HRE 4- H O “£:=::.===::==:;- (HIF.t4 3 ).
2 2 : 2 2

(HRP.H O ) + (CHROH Hmmmmmm=m (CHIRY + HIRP ¢ 2 O
2

2 2 2

lLa membrana p]aahética, constituye wna barrera efectiva para
la libre difusidn dela HRP en células intactas, por tantn esta

enzima penetra al interior celular por un proceso de endocs Tosi s,

que tiene lugar a niwvel de dendritas, terminales axdnicas y adn

en el =oma neuwonal. Las vesiculas endociticas gue transpor tan a

3

la peroxidasa miden aproximadamente 100 nm vy wviajan via

plasmalema & wna velocidad promedio de 84 a 115 mm/dia en

transporte retrdgrado vy 228 a 432 mms/dia en forma anterdgrada

‘(Mesu]am, 1982) .

Existe wun lapso de aproximadamente 15  minutos, entre el
memento de la aplicacidn vy el inicio de 1la endocitosis. Es

ademids necesario considerar 21 tiempo de acumulacidn de la enzima

a fin de detectarla'adecuadamente, asi, en consideracion a todos
estos factores el tiempo de supervivencia .éptimo para estudios
efectuados en SMC, oscila entre las 24 y 72 hrs. £l maximo
tiempo de sobrevivencia reqgistrado oscila entre los 5 vy 7 dias,

al cabo de los cuales, s detecta un severo efecto degradative vy

de euncitosis enzimsticos (Mesul am, 19&82).
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Ila aplicacidn directa de pe}oxidasa en el cerebro da lugar
a =zonas de administracion que alcanzan extensiones gue varidian
entre menos de 1 mm a algunos mm, que dependen de 1a cantidad
inyectada, la velocidad de 'aﬁminis&racidn asi como de la
sutensidn del dafo mecanico G3m 9 Stricle, 1976 Vanegas, et al.,
1978) . l.a zona de difusidn visible, se eupande thwante 1Tas horas
siguientes a la aplicacidn.

Fhillipson en 1979, encontrd gue thtras la admini straci on
iontofordtica de HRT el sitio de aplicacidn alcanzaba su maxima
extensidn haci a ]aé 4 hirs v disminuia hasta un tercio de su
i dmetira despuds de 24 horas.

El aspecto tipico de uwn sitio de administracidn consiste en
wna regidn central, en la cual todos los elementos tisulares
aparecen impregnados de HRP, rodeada por un "halo®”, en 1 gue el
marcaje se hace progresivamente débil a medida gque se incrementa
l1a distancia respecto al centro.

Proceso de [ncorporacicon de la HRP

Cuando Ja administracion de peroxidasa se efectna con  lesion

minima del tejido, Ta enzima es incorporada principalmente por

terminales sinépticaé Ciurner vy Harris, i974), incluyendo
terminaies perifdricas de rcéaluilas Qanglionares sensoriales
(Arvidson, 1975) . l.os estudiqs Con NICroscopia electronica
han mastrado que tras s administracidn, la peroxidasa
aparece sucesivamente en vesicul as pinociticas, SACOS
memhranosos, fﬁbulos Yy cuerpos densos nul tivesicul ados.

Despues de largos periodos post-inocul aciong ja HRF desaparece
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de estos elementos en la &isma‘ SEeCUeNncT &, esto sugiere
que los estados de incorporaci dn, empaqqetamiento Y
degradaci dn 1ispsomal del trazador, involuwora, a los citados
organelos. .

l,a incorporacion de HRF por las terminales, =se haya acoplada
directamente a la actividad sindptica de las newonas en cuwestidn
(Heuser vy Reese, 1275y Hol tzman, 1977), en cONSecuencd &, J a
incorporacidn Jde HRP se reduce suetanciélmente por la inhibicidn

de la actividad singptica provocada, va s=ga por la aplicaci on de

pentaobarbital, (Twner, 19277; Mesulam y Pufeon, 1980) o hien, por

la remoci on de aferentes woitatori as de estas newonas (53 nger
=t al., 1977) . En contraste, la incorporacidn registra
incrementos notorios =i 1a actividad =i ndptica es

estimuiada por cualquier medio.

Kristensson v Siostrand en 1972, demostraron que las celulas
e fase de creci&ienta, ya fuese n un animal juvenil o en un
2uperimento de ) reinervaci on por regeneraci dn, Jncorporan
peroxidaga con m#yoé eficieﬁcia. La Vail Vy l.a Vail ((1972) asi
como  Walberq et ER (19746) mostraron resul tados similares
en fendmenos de rebrote axonal.

El Hrangporte anterdgrado de HHP. tiene lugar a través de
sarons, tidbulos vy  vesiculas hasta su arribo al cuerpo celular,
donde Ja enzima es  aculmulada  en la region perinuclear en
estreché asociacién con 21 complejo de Golgi. La incorporaci dn
directa de HRP por el =zoma neuwronal ocurre tambhién exclusivamente
cerca de los sitios de inyeccidn o bien, en regiones en las gue

las neuwronas son expuestas a altas conceritraci ones del trazador.




tns organelos pinociticos involucrados en la incoirporacidn de HRP

=on =imilares a aquellos de las terminales axdnicas (Heimer y

Robards, 1982).

n cuanto al transporte transneuwronal de Ja

Finalmente =]
peroxidasa, este no ha sido plenamente comprobado, puesto que en
estudios efectuados a nivel de microscopia de luz, no

nuumerosos y
-

ha sido posible detectar la exoeitosis del trazador (Mesulam,

1982) .

Variantes Mstodol dgicas

Existen en principio, tres diferentes maodalidades disponibles

para el esgstindio del transporte de HRF. l.a primera posibilidad

consiste &8n marcar la perodidaza o sut apoenzima con un isdtopo

radicactivn, como el tritio y estudiar su lncalizacidn dentro del

sistema nervioso con técnicas auvtorradiocaraficas. l.a segunda

alternativa comprende la combinacidn de la peroxidasa con

técnicas inmunocitomtmicas mediante Ja formacion de complelos

HRF — anti HRF (Vacca et al., 1973). E1 tercer procedimiento

que es por cierto el de empleo m&s generalizado, se basa en

la reaccidn enzimidtica oxidante del trazador. Para producir

esta reaccidn, el tejido es  incubado en un medio gue contiene
perdtido de hidrdgeno vy un cromodgeno, usualmente wun derivado
de henzidi ﬁa, e} cual es o r.*lacin a Ln producto
col oreado nor (AT sistema perdiido-peroxidasa. Algunos
de estos cromdgenns = €21 HyH? - tetrahidro&]nrurn
de diaminobenzidina (NDAR) , el dihidrocloruro de benzidina
(BEDHEC) v o 1a 3,53 .5,5° -~ tetram=atil —-—  bhenzidina CTHE) -

H

RNDesafortunadamente, Jla benzidine v sus derivados son generalmente
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carcinogeni cos pow 1o que =su manejo requiere precaunciones

extremas.
Fese a que la TMR esta considerada como uno de los derivados

henzidinicos menos nocives, se recomienda extremar precauciones

a1 trabhajar con dicha cubstancia  (Holland et =3 R 1974) .
Aunado a st hkajo potencial carcinogdénico, la MmB presenta
(e r=t alta sensibilidad, por Jo. aque este cromdgeno, es

hoy por  hoy el nmids  recomendable (Mesulam, 1982), (tabla 1).

E=s importante destacar, aue el g osor de los cortes
procesados se relaciona estrechamente con la capacidad de
regeneraci on  de lozs diferentes cromdgenns, asi, mientfas para I1a
BDHC, se recomienda un grosor de 30 a 35 micras para la T™B los
cortes pueden alcanzar grbEmres hasta de 50 micras (Mesulam,

1982y .
Generalidades Sobwre 1a HRE

El tiempo dptimo de sobrevida post-—administraci on, depende de
la tasa de trénapmrée axonal'de HRF, de la longitud del sistema
de fibras estudiado asi como de la tasa de degradacidn Iisnédmé]
uﬁa vez que el trazador ha liegado al soma neuwronal . _Infiuyen
asimiémo, Cla densidad de la arborizacion terminal en la zona de
aplicacidn (Jones, 1275) vy probablemente el didmetro del ax dn
transportador de HRP (Nauta et &a)., 1975; Jones et al., 1977).

Dehbido a que la peroxidasa de rdbano no ha sido extensamente
ntilizada como w.wn trazador anterdgrado, la informacidn respecto
al efecto de los diverseos tiempos de sobrevida sobre el marcaje

de campos sin&pticos es limitada. El consenso parece ser, que &1



Sitin de Zona de Nuam. de B DAB BDHC
admon. deteccion cortes
de HRP analizados
Caso 1 Hipocampo Claust (ipsi) 4 72 1 |
Y
Neocorteza
Caso 2 Bul bo AHR (ipsi) 3 164 8 1
Olfatorio NMLOT (ipsi) 2 22 (o] o]
Tabla 1. Tabla comparativa de Ja eficiencia en el marcaje de
vias neurales, a través del empleo de varios cromidgenos.
Abreviaturas anatomicas: Claust, c)austrums A, rudi mento
hipocampal anterior; NLOT, nucleo del tracto olfatorio laterals

ipsi, ipsilateral. Tomado d

(1982).

M.

e Mesul am,
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trangporte anteridgrado de HRP. estd relacionado con  e] fluio
axbp]é%micm réapido (Hensonh, 19733 Scalia vy Cnlmang !974; Sotelo vy
Riche, 1974; Colman et at., 1276). En refuerzo de esta  idea,
Mesulam v Mufson en:JQBO dEtEfminargn aue &n Jos axones de
células ganglionares retinales de rrata, la tasa de tiransporte
anterdgrado de HRFPF es aproxi madamente de 300 mum/dd a.

Finalmente v 2n relacidn a la potenciacidn de la incorporacidn
y el .tranapnrte de HRF es pertinente -mencionar aque han =ido
desarrollados varios procedimientos con el fin cde incrementar
Ja efectividad del .métodn de HRP. El ma&s sencillo consiste en
afadir a 1a zolucidn., de HRP alguna substancia que sea capdz de
efectuar transporte somatofugal o somatopetal, ejemplos de este
tipo dAe substanacias son 2l dimetilsualfouido (OMSOG) v 1a poli- L -
ornitina  (COHR) . Ura a2lternativa, ntilizada para Ja direccion
reftrdgrada de transporte, se basa en la eliminaci dn  de oiras
proveccinones aferentes 2l =sitio de administracion. Hedi;nte exte
recurso, Sieqgel et al. (19277), incrementaron notablemente el
trazado de las préyeccianés amigdalinas &J) el en talamico

medio—dorsal, a2l hacer lesiones en corteza prefrontal wuna semana

antes de aplicar la HRP.




Ventajas v Limitaciones de la Té¢cnica -

Una giran ventaja de 1la peroxidasa de rébano’radi:a en su
efectividad para localizar somas de origen con gran especificidad
entre uwuna poblacion mezclada de 'néurpnas. fiunado a 1o antetior;
las innnvaciones matodoldgicas efectuadas a la tédanica de HRP en
agos recientes, han permitido gue l1a zensibilidad alcanzada por
“=ta, sSea comparable  a La reéistréda por los méstodos
avtorradiograficos, con la ventaja de que e tiempo invertido en
el preorcesamiznto medil ante pEFoxidasa es considerablemente menor.

ta térnica de HRP constitaye una herramienta de gran utilidad
en =21 tirarzado de provecciones colaterales.

Si se  emplea a l1a DAR comb  cromigeno, jos productos de
reaccidn de HRPF son osmicfilicos, por 1o que pueden ser empleados
en estudios de lni.t:rc)t_:.;copia electrdnica. La alta definicidn de
somas vy dendritas que se obtiene mediante esta t&cnica, no
sAlo por la inocwlaciadn intracejuviar de HRP sino también a
traveées de administraciones: extracelul ares, constituye una
potencialidad de este trezador gque hasta hoy en dia no ha sido

explotads =n toda su extensiaon.

En contrasite con eztas ventajas es necesario considerar que Ja

nwhilizarcidn de la peérosidasa de r&bano como trazador conlleva

algunos problemas.

la HRP puede ser transportada por fibras de paso datadas
durante la inoculacidn. La incorporacidn de peroxidasa es
dependiente de la concentracion del trazador asi como del

estado funcional de las neuronas, en  consecuencia la depresidn
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de Ya actividad newval cebhida ala acci on de &1 gun fAFrmaco
disminuwve Jla eficiencia de incorporacidn de HRF, ademds de qgue

varios de 1os Cromogenos de u=so regul ar =on carcinogénicos

(Mesulam, 19832).




CARITIN.O (Vv
Flanteamiento de Objetivos.

En estudios previos. efectuados en Hueatro laboratorio, =e ha
demostrado la recuperacidn funcional de la neocorteza gustativa
por medio de transplantes de tejido nervioso fetal, medi anlte el
empleo del modelo conductual de Condicionaniento Aversivo a los
Sabores (CNS) Hermidez-Fattoni et a].-(1957). l o= reszul tados’
ohtenidos a partir de sstos auperimentos, muestiran claramente,
oue las Jesiones de la corteza gustativa y del complejo
amigdalino producen blogueos en la adguisicidn del CAS, 1o cual
con{irma 1os hallamgos de otros  auvltores (Agglieton et 21 ., 19813
Rermidez-Rattoni et al., 1986; lLasiter et al., 19335). Asimismo,
lo= resul tados muestran aque los transplantes cortiéa]es
produjeron uana recuperacidn significativa de las deficiencias en
la. adguisicidn de 1la conducta. FPor su  parte, tanto los sujetos
con transgplantes amigdalinos coma_los sujetos con lesidn en ia
»amigda]a presentarmn‘recuperécién conductual, es decir, que los
sutjetos con lesidn amigdalina, éxhibiercn recuperacidn espontanea
(fig. 6). Asd pues,  estos =xperimentos no  solo  respaldan Ia
hipatesis de que los transplantes cersbirales fetales son capaces
de restauwrer funciones cognitivas, sinoe qgue tambidén destacan Ja
existencia de diferencias funcionales fundamentales, entre  la
neocorteza gustativa y l1a amigdaela, en cuanto & la regulacidn de
los procesns involucrados en la adguisicidn vy retencidn de 1la
aversidn a ljos sabores (Rermidez-Fattoni et al., 1987).

A la luz de estos resultados, la pregunta a resolver, era la
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Figqura 6. Grafica gue representa los hiveles de consiumo (20
porcentaje de volumen jingerido respecto a su 1snega hase), de los
grupos control, lesionados e implantadosg durante Jla primera
prueba pre vy post transplante. CTNG: grupn con transpl ante

cortical homot dpico; THG grupo con transplante cortical
heterotodpico: LHNG: grupo con lesion en neocorterza gustati va; TAM:
grupo  con transplante amigdalino homotdpico; LA aQrupo con

lesion en amigdala y CON: grupo control).
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rrelacionada con el grado de integraciodn netvrocanatdmica de los

trangplantes y con e papel nue Jjuega esta integracidn en la

recuperacidn funcional de los suijetos.
En el presente estudio, nuestro objetivo fug el de abordar 1a

‘primera parkte de la pregunta anterior, es decir, la relacionada

2t omica  del transplante con &)

v

con 1 grado de §Jintegracidn an
tejido hudsped. En consecusncia, s£ra necesario:

&) Conocear Ja peotencialidad de los  transplantes cerebrales

feltales para reinervar Aalgunas regiones del cerebyo hudsped de

n

sujetos adulitn=

a.1) fdenti ficar S TR] =4 reqi onaes cerebral es =) hall aban

invoelucradas en la interconeeidn transplante-hudsped
a.2) Veritficar s3 tales reqgliones corrresponds an & las que

normalmente son inervadas por la nencorterza gustativa v/ o por el

complejo amigdalino

a.3) Conocer la densidad pobl aci onal y la distribucidn

topografica de las neuronas implantadas, que participaban en la

reinervacion

b) Conocer g =3 a su vez el implante, recibia aferenci as

provenientes del tejido hudsped

c) Indagar acerca de la exicstencia de diferencias, en cuanto a J1a

bntencialidad de inervaci dn, entre los tfansplantes

meocorticalers v los amigdalinos

i) Analfizar Las diferencias en cuanto a la integracidn

neuroanatomica de Ios transplantes, inherentes a Ja naturaleza de

1os mi=mos, es decir, entre tiranspl antes homotdpicos vy

heterotdpicos




d. 1) Rel aci onar la impnrtanqia

citoarquitectdnica con el grado de

tejidos transplantados

Todo ello, en transplantes s con una

similares =Y los analixadns duwrante’

nuestros edpeerimentos.

Azi, con e} objeto de analizer la dindmica de Jos procesos

reinervacidn, decidimnos emplear la

consi derando 1 as caracteristicas

trarado de vias neuwronales.

L a

per

propi as

B

de Ja integracion

reinervaci dn de los

maduir éx de B semanas,

fase conductual de

de

widasa de  r&banoy

de

de =5t a tecnica




CAPITULO V
Procedimiento
a) Sujetos
i.os =ujetos empleados eon este estudio, fueron ratas machos de
la variedad bthHistar, con pesos entre 250 — 200 g divididos al azar

en 5 grupos:

GRUIFOS COMTROL

3
i
4l

Grupo control 1 PR Sin lesion ni transplante  ,con
administracidn de trazador neural en
neccorteza guetativa (MNG)

Grrupo control It n = 3): Sin lesidn ni transplante, con

adminictraci on de trazador neuwwal en el

comnliejo amigdélinu (AMX)

GRUFOS  EXPERTMEMTALES

Grupo experimental 1 (n = 5): Con transplante  homotdpico en

neocorteza gustativa (MNG-—-MG)

Grupe experimental II (n = 3): Con transplante heterotdpico en

nencorteza gustativa (Tectum—NNG)

Grupo experimental 11X (n = 4): Con transplante homotdpiceo en

complejo amigdalino (AMX—-AMX)




h) tesidn v Transplaente

Con el fin de analizar las conexiunes que ‘estab]ece el
transplante con diferentes estructuras cerebrales del hudsped fue
empleada  1a perouidasa de rébanDI(HRP), para 1o cual los sujetos
fustron lesionados v transplantados de acuerdo a las siguieﬁtes
indicaciones.

Los tres grupos experimsntales fueron lTesionados electrolitica

Y wnilateralmente mediante tdcnicas esteracotixicas

bt

convenrionales. los electrodos fueron construdidos con barras
aizladas de arero inoxidable, excepto en la porcidn apical (0.5Smm
aprowimadamente) yv coneactados a wn estimulador gque permitid el
paso de una corriente de 2 mé&mp durante un minuto.

Il_as coordenadas empl eadas durante la cirugia de acuerdeo al
atlas esteorectanico lde Paxinos vy dHatson (1982) fueron las
siguientes: Meocorteza gustativa AP = +31.23 L = +5;3 H = -5
y complein amigdalino (AP = —-2.5; L = +4.5; B = ~-7.35).

Una semana  despugds de practicada la lesion, lops  suwietos
recibieron transplante unilateral de tejido cerebral procedente
de fetos de 17 dias de gestacidn. El grupo experimental I recibid
transplante de ftejido homotdpico de neocorteza gustat;va; el

arupo evperimenital 11 recibid tranceplante de tejido del tallo

1

erebral (te=jido heterotdpico), v finalmente 21 grupo

D

®“perimental I17 fue &1 receptor de tejido homotopico amigdalino.

Durante la cirujia del transplante, wna vez seccionado el
tejido cerehral correspondl ente, éeste se introdujo en una
microjeringa  Hamilton de 100 microlitros previamente acoplada a

un aparato estereotaxico, con el fin de depositar el tejido en el
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luger exacto dentro del cerebro del huadsped. -

Una venx concluida la operacion, losz animales permanecieron  en
recuperacidn por un  lapso de 8 semanas, al cabo de las cuales
?uernn cometidos ay procedi miento correspondiente a 1a
administracion v wlteriaor detaoocion de La Hae.

Durante los procesos guirmirgld cos de 3;55dn y transplante, los
suijetos  fueron anestesi ados con: penteobarbital (Mambutal)

S50 mg/ha.

<) Histeoguimica

c.1) administraci on del trazador

lL.os  sujetos experimentales recibieron aplicaciones de
peroxidasa de ribano HRF., de acuerdo a la técnica de Hesulam
(1982) . Tanto el grupo experimental I coma =1 11 recibieron
HRP en @1 complejo amigdalino, mientras el grupo experimental
III, la recibid en nencorteza gustativa: para tal efecto:
- Los sujetoé £ uer on anestesi ados con hidratoe de cloral al
10% (400 mg/kg de peso).
- FPosteri ormente fuesron invertados estereotdni canente Con
0.5/ de una solucidn de HRF (Sigma VYI} y verde rapido al 2%
(0.4 mg/310 1) a una vel ocidad ﬁé 0.5 1/25 min, por medio de una
micirojoringa Hamilton de 121, la aguja se mantuvo en suw sitio

durante 10 minutos decspuéds de 1a administracidn, fig. 7.




Figura 7. Eszquema qgue jilustra el procedimiento de
mecdnica de la peroxidasa de rdbano, en el complejo amigdalino vy
l1a neocorteza gustativa. 1 a aplicacion de Ja Hi e efectuvo a

travées de una jeringa Hamilton de 100 1, acoplada a un aparato
estereotaxico.

addmi ni straci on
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c.?2) Fijacidn y Corte
—  Se procedid a la perfusidn intracardial 26 horas ma&s tarde
emploandos:
i) =l uci dn salina Q.97 + 250 UI ce heparins
(233 ml/Smin)
ii)d coluei on £3 jadora de glutaraldehido 1.25%
paratormaldehido 1%, a=n buffer qufato .2 M, pH = 7.4
{500 ml /730m3 n) |
ii11) sojucion lavadora dé buffer fosfato 0.2 M + sacarosa  GO%,
BH = 7.4, a 4.C (30t /XO0min)d
- Ppsteriocrmente, se procedid a la extraccidn de los cerebro s,
los cualss fusron almacenados 2n una scolucidn de buffer fosfato
OG.1 M+ sacarpsa JI0Y, por espacio de 24 hirs.
- Finalmente, los cerebros fuoron cortados eMpléndo un microtomo
de congelacsdng las csecciones (&0 /' m) fueron recogidas en

huffer de fosfato 0.1 M.

c.3)~Deteccidh del 1razador

tta deteccion de . ]a.HRP se efectud a traves de su actividad
enzimatica oxidante sobre la MR, duwrante la incubacidn de las
secciones.de cerebro, de acuverdo al siguiente procedimiento.

l.as secrciones fueron transferidas a través de 6 cambios de
agua destilada y desionizada &  una temperatura 40° C
(Imin/cambin) g posteriormente fueron transferidas a la solucidn
(A + BYX  donde permanecieron duwante 25 ming &1 término de los

cuales s avadiercn 4 ml de perdtido de hidrdgeno 0.3% (25 min)d.

¥ Soluciones A y E (Ver pag. siguiente)
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Finalmente se efectuaron 6 bafos de S5 min en solucidn de buffef
de acetato pH 3.3F vy aéma destilada al 5%, vy se procedid al
montaje de las 4 sgcciones en pprtaobjetos impr-egnados
previamente con  gelatina. Despugs de 24 horas las laminillas
fueron teﬁidas con tionina, de acuerdo al tren de tincidn que
describimps a continuacidn: tionina a una temperatura de Z0°C,
durante 60 seqgundos: agua destilada (bteve lavado) ; alcoholes
graduales al S04, 704, 95% vy 100U (20 segundos en cada call'»bi.o)§

mezcla de xileno y alfa terpenol. en proporcicon de 1:1 (al paso).

¥ B0} A
2?2.5 ml de aguna destilada
S5.0 ml de arcetato buffef
0.5 g de gelatina |

100.0 mg de nitroprusiato de sodio

¥ Sol B
1.0 m3 de alecoho} etilico

5.0 mg de tetrametilbencidina

lLas secciones fueron analizadas y fotografi adas en campo claro

v obscurn utilizando un microscopio FPOLYVYAR.

Con 1 fin de circunmscribir el area de aplicacidn de 1a
perroxidasa, en una segunda fase del experimento, se practicd la

administraci on iontoforética de HRP marcada con lecitina de
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germen de trigo (HRP—HGA)'y verde' rapido al 2% (0.5 mg HRP-WGA/
2041 de wverde rapido), mediante el paso de una corriente
positiva directa dé 4r amp dwrante 10 minutos. La micropipeta
empl eada teni a wn didmetro en, 1a punta de 1IZ4 m. VUna vez
efectuada Ja aplicacidn, lLa micropipéta permanecid dentro del
sitio e 2dministraci dn durante 10 minutosg el ulterior
nrocesamiento de lLos —erebros se gfectué siguiendo los

lineamientos va descritos.
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Rezul tados vy Diécusidn Farcial .

£n sujetos «control, procesados mediante la técnica de

peroxidasa de rdabano, se hizo evidente 'la presencia de conexiones
newrales reciprocas entre la neocorteza gustativa (dreas 13 y 14

de Krieq) y l1a regidn amigdalina, principalmente correspondiente

a los nidcleos basolateral y lateral (fig. 8), lo cual concuerda

con 1o0s resultados obifenidos por | asiter vy col. en 1282.

En el caso del grupo control I, en 21 cual la peroxidasa fue

aplicada en la neccorteza gustativa, Jos sitios de administracion

en  todos los sujetos, mostraron uwna apariencia caracteristicay

consistente en una region central en la cual todos los elementos

tisulares aparecen impregnados de HRP, rodeada por un halo, en el

que el marcaje se hare progresivemente deébil a medida que se

incrementa 1la distancia respecto al centro, tal como ha sido

descrito por VYanegas et al., en 1978, (fig. 8D). En este grupo,

la deteccidn de somas marcados con HRP, a través de transporte

retrdgrédo, . se efectilo en el complejo amigdalino,

fundamentalmente en los nucieos lateral y basolateral (fig. 8 B vy

C), en..1os cnales  se registrdo una alta densidad  de

marcadas por la enzima, haciendo posible 1la observacidn del

presencia de neuwronas

nicleo basolateral, caracterizado por 1a

grandes, qué segiin (Shiosaka et al., 19835), son las mdas grandes

del complejo amiqgdalino.

n fendneno similar =e detectd en Jo=s nicleos ventromedi al y

ventroposteromedial talaAmicos (fig. ?), en concordancia con 1o

obtenido por | asiter et al., (1982), ambos  nYcleos talamicos,

mostraron una alts densidad neuronal correspondiente a la

neuronas ..
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poblaci dn marcada por HRP. Tanto en el caso de los nucleos

talémicns,4'tomo en el correspondiente al complejo amigdalino, la

detecci dn de neuwwronas marcadas se efectud de manera ipsilateral

al sitio de administracidn. l,a uwbicaridn de las wvesiculas de

peroxidasa &l interior de los somas  neuwronales, mostrd uwuna

digstribucidn homogénea en’ el pestricarion, bordeando el ndbdcleo

celular, sin knenetrar en dste, tal como Io describe HMesul am

(1982) .

For su parte el grupo control II, en el cual la perodidasa fue
administrada en el complejo amigdalino, fue observada una

ubicacion adecunada de la aplicacidn, con las caracteristicas

descritas en lineas anteriores. En este grupo, la deteccidn

neuronas marcadas con HRP, a través de transporte retrogrado de

1a enzima, se efectud en l@ porcion cortical, ipsilateral a 1la

administracion, correspondiente a 1 a neocortexa gustati va {Adreas
13 v 14 de Krieg), en la cual se observd uwn marcaje consistente

en e} dnterior de Jos pericaricnes de las neuwronas piramidales

que caracterizan . Lanto a la porcidn insul ar .como a la
somatﬁsensnfia] de esta reg;dn cerebral. |

El patrodn de distribucidn de. la peroxidasa en el interior de
.lns somAas neuronales fue homogenee Yy denso, sin penetrar al
nidcleo celular. A

El marcaje adecuado, observado en los grupos control, confirma
1a elecci dn apropiada del tiempo de sobrevida ‘post -
administracion, involucrado en nuestros wperimentos - (26

horas), et cual fue determinado por ensayo—error, considerando’

el lapso existente entre Ja iJnoculacidn v e}l inicio de 1a
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ventroposteromedial
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endocilosis, el tiempo de acrmmilacidn de 1a enzima en el sitio de

detecci on, ‘Ya tasa de transporte retrdgrado de kP, azi como Ya

longitud de la via ecstudiada.

Con bhase en 1o anterior v 'mediaﬁte el emplen de 1a téonica
citada, se ha evidenciado 1la preeenc;a de-ccneﬂienes neural es
entre Jos tejidos homotdpi cos transp]anfaﬁns Y Bu= huéspedeé.
Asi, en sujetos transplantados unilateralmente en corteza
(heocorteza gustativa, areas 13 vy 19), Jos cuales recibieron
administiracidn de peroxidasa n l1la amigdgla ipsilateral al
transplante fue detectada Ja edistencia  de newmas marcédas

principalmente hacia la porcidn media interior de los nismos;
.{:

ig. 10,
Sin embargo., la densidad de neuwronas marcadas por Ta enzima,
fne considerablemente menor en comparacidn a la reqistirada en los

grupos control, tal como ha sido descrito en Ja gener alidad ge

Jos trabajos que involucran el estudio de las proyecciones

transplante-huésped (Rjorlkklwnd et al., 1oB82;s Jdaeqer y  Lauand,
19813 Bjiorkiund vy Stenevi, 19843 Kristensson y Sijostrand, = 1972;

l.a Vail vy ta Vail, 1972). la disminucidn, en cuanto a ia densidad

pobl acional de newwonas marcadas, en el interior de los

impl antes, obedece a wna serie de factores entre Jos que

destacan, e]l ndmero de neuronas maduras dentro del transplante vy

en consecuencia, la densidad de Ja arborizaci dn terminal presente

en Ja zona de administracidn (Jones, 1975). Influyen asimismo, la

tasa de trensporte avonal, 1a Jongitud de} =istema de fibras

estudi ado, asi como la tasa de degradacion lisosomal (Mauta et

&y., 1975).
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Pihdalss .

neccorticales (@). ta peroxidasa

fue detectada en la regidn centro—medial de los transplantes
jechas)., 1|a HRF fue administrada en e) compleio

(i ndi cado por f
amiqgdalino (B $2Xx, © 80X vy D 800X)

Figura 10. HKF en transpl antes
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El patrdn de distribucidn de 1a peroxidasa en E& interiqr_de
Jas neuronas del transplante, fue simiftar al observado en los
lsujetos contrel, es decir, presentan una distribucivn homogenea
en el peticaridn piramidal; sin penetraf en el nlcleo celular.

Por su parte, en snjeteos con trangplantes amigdaelinos, a Jos
cuales s les administrd peroxidasa en la reqgidn cortical
corrESpﬁndiente .ooa neocnrteza gustativa (ipsi]afara] al
transplante), fue detectada la existencia.de neuronas marcadas en
las &reas correspondientes a Ja qhicacidn del complejio amigdalino

(fig. 11).

Cabe = destacar, el hecho de qgue, pese a que la generalidad de

los transplantes amigdalinos analizados, abarcan’ ﬁna zona
amplia en el sentido ventirro—-dorsal del cerebro, las neuronas
ﬁarcadas con peroxidasa se ubican fundamentalmente hacia la
porcidn  basal de los mi =emos, s decir, hacia ia Tona

N

correspondiente al complejo amigdalino.

il-a densidad de neuwronas marcadas con HRF en el interior de los
5mplantes, fue menér en cnhparacién cbn Ja reqgistrada en los
sujetos control, de manera =imilar a I nhseryadn en Ios
transplantes corticales. £l patrdn de distribucidon de la
peroxidasa dentro’ g  las neuronas  del implante, mostro
caracteristicas similares a las observadas en los grawes control.

En e} caso. de éujetos con transpl ante amigdalino fueron
detectadas neuronas marcadas en 1as regiones talamicas
correspondi entes & Jos nicl eos ventromeds al % 4.ventro—

posteromedial, ipsilateral a la administracidn de HRP fig. 12.

l.a menor densidad poblacional de neuwwonas marcadas por HRFP,




Fiqura 15, HRFP en transplantes amiqdalinos A). E3
circunscrita (flecha), me¥ala la porcidn del complejo amigdal ino
al. interior del transplante, marcado con HRF. |.a peroxidasa fue
administrada en neocorteza gustativa (B 32x, C 320X y D 800X).

drea
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reqgi strada en el interior de los trangeplantes corticale; Y
ami gdalinos, confirma los resul tados obtenidrs por | a Vai] y l.a
Uail (1972) y FKristenson v Sjostrand (1972), en los que se
destaca la participacion decisiva»de]lgradn de desarrello de Jas
nenronas del implante en 1los procesos de reinervacion. Sin
embargo; la consistencia en el marcaje en todos 10s sujetos
analizados, respalda las premisas de bWallberg et al., (1976) Y
Fristensson vy éjoétrand en 1977, en ]DS'qHE se demiestra gue 1as
célld as en fase de creciaiento,lya sea en N animal juvenil o ‘en
wn uperimento de  reinervaci on poir regeneraci di, Incorporan
peroiidasa con mavor eficiencia. l.ea WVail y la WVYail (1272)
mostraron resultados similares en fendmenos de o0 rebrote axonal.
n este =zentido, es neceéario di ferenciar l1la alta eficiencia de
i ncorporaci on de peroxidasa por parte de una newwrona en fase de
crecimiento, de la disponibilidad de proyecciones axonales

Carborizacion terminal) que havan alecanzado - e} sitic de

administracidn, va sea, la neoccorteza gustativa, en el caso de

\

los  transplantes amigda]inoé, o el complejo amigdalino, en el

caso de los tfansplanfes‘cnrticales.

Aurnada a estas consideraciones, es importante seialar una de
las premisas derivadas de los trabajos de Gibs y Cotman (1986),
en el séntido de gue las fibras formadas en los transpl antes,
compiten selectivemente con las provecciones nativas del hudsped
durante el proceso de reinervacidn.

For otra parte, es importante destacar, e] s8lto grado de

integraci dn de Jos transplantes homot opi cos corticales Y

amiqgdalinos en relacidn al tejido hudsped, ohservadeo en tordos los




Fiqura 12, Newrpnas marcadas retrogradamente  en VH v VM de
snjetnos transplantados (A). l.a HRP fue arministrada en pneocorteza
qustativa (B 32X, L 200X, y D 300X).
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sujetos estudi ados. En este séntidn, fue posible anreciar}_ l1a
formacidn de un verdadero newdpilo implante-—-huédsped, asi como la
participaci dn de  una profusa vasocilarizacion en todor JIos
implantes homotdpicos analizados, 'en concorrlanci a con lo
obzervado por Brasko vy Das (19846), en sns trabaijos sobre

desarrolln, diferenciacion e integracidn de los transplantes.

Finalmente, en.relacidn & la caracterizacion estructural de
los transplantes hetefotépicos' ﬁracticados en neocorteza
gustatfva (tectum—NB), es necesario sefalar que éstms; erhiben
uwna invasidn profusa de tejido glial, amplias zonas de necroéis,
deficiente integracidn con el tejidm hueésped, avascul arizaci on
v ausencia de néuronas marcadas con HRP (fig. 13).

Al conjuntary, la integracion anatdmica deficiente de Jos
fmp]antes heterotopicos, con la ausencia de recuperacidn
funcional de los. sujetos; es posible apreciar Ya participacion
de.tal integracion estructural, en lfos procesos funcionales y por
ende cognoscitivos., Sin embargo, Ja ausencia de neuronas
diferenciadas en los transplantes heterotdpicos, nos impide

el aborar conclusiones acerca de la especificidad de la

reinervacidn, de las neuronas de origen de los implantes.




Figura .13. Aspecto de un transplante heterotdpico cortical, el
tejido procede de tallo cerebral fetal, colocado en e} area
correspondiente a neocorteza gustativa, ((32X).
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CAPITULO VI

Discusi on General

El transplante de tejido cerebral fetal, es'hoy en dia una de
las herramientas mas versétiies'y-prqmisnrias con las gue cuenté
l1a Meurobiologia. El tejido nervioso fetal implantado en el
SNC de huéspedes adultos, ha permitido estudiar fendmenos como el
desarrollo de conexiones reciprécas;' la reconstruccidn de
circuitos neurales lesionados: la estimulaci an de la regeneraci én
axonal tras la diseccidn Yy subsét:l.lente degeneraci dn wallerian'a de
fibras neuaronmal ess ] as vafiéqiones en los niveles de
neurotransmisores y/o newomodul adores; la generacidn de factores
troficoss la recapitul acion dé la ontogenia newal Ys por

supuesto, la recuperacidn conductual.

En el presente estudio, ha sido evidenciada, mediante el
empleo de perox&dasa de _rébéno, la presencia de conexiones
neurales entre Jlos  transplantes homotdpicos de | neo;orteza
qustativa v complejo a&igdalino Vs el tejido huésped,
?Undamentalmente entre las &reas 13 v 14 de Krieqg de l1a neocorie-
za guétativa, los nicleos ventromedial y ventroposteromedial
talamicos, v los nicl eos Jateral y basolateral del complejo
amigdalino; la presencia de tales conexiﬁnes ha sido reportada en
conditciones normales, es decir, en sujetos no transplantados, por
lLasiter et al., (1982) y por Lasiter y Glanzman, 1983).

Lo anterior revela la existencia de procesos dinamicos de
interaccidn transplante - hudsped, en los que la reinervacidn y

la vascularizacidn, desempenan sin Jugsr. a dudas, un papel
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nreponderante. Fsto, se ve reépaldado por los resultados que
recientemente han sido aportados por las técnicas de,Niss]; Golgi
rapido vy doble imﬁregnacidn argéntica, mediante las cuales han
sido analizados algunos transplantes homotdpicos neocorticales.
efectuados en nuestro Iaboratorio. Dichos estudios, demuestran la
existencia de neuwronas en franco proceso de diferenciacion,
dentro de los transplantes, lo cual, constituye wuna de las
premisas derivadas a partir de los estudios morfoldgicos en
transplantes, realizados por romer et al. (1980), asimismo,
estas investigaciones'muestran lJa presencia de paguetes de fibras
nerviosas y vasos sanguinens  gque cruzan la barrera glial que
circeunda 1os transplantes, permitiendo 1la comunicacidn entre el
tejido hudisped v el implante, lo cual concuerda con los estudios

‘de Kruger et al. (1986).

For su parte, Ja citoarguitectura de los transplantes
heterotdpicps corticales analizados, caracterizada por una pobre
integraci dn iqnto nerviosa como circulatoria; la presencia de
zonas extensas de ngcrosis, Yy 1la profusa invasidn qlial, nos
habla de 1a relevancia gue la integracidn newroanatdmica posee
dentro denlos procesos de reintegracidn funcional. No obstante,
la carencia de neuwronas marcadas con peroxidasa y por ende de
prbyeccimnes que permitan la interconexidn de estos transplantes,
ohstaculiza la determinaciocon de la especificidad que las
conexiones npeurales presentan hbhacia los diferentes tejidos
implantados,

Ahora bien, . el grado de reinervacidn evidenciado a traves

de nuestras investigaciones, apoya los conceptos derivados de
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los trabajos de Gibbs y Cotmag (1986) asi como los de Ross vy
Ebner (1985); Deckel et al. (1985); tLund vy Hauschka (1976), en
el sentido de ‘que la reiqervacidn o interconexidn,
tranesplante~-hudsped, ‘definitivamente no alcania la densidad
volumetrica, la extension espacia], ni 1a naturaleza neurogqui mi ca
que caracterizan, en condiciones normales, a los cerebros
huesped. Esto puede verse claramente. al comparar la densidad de
neuronas marcadas con HRP en los ntcleos 1lateral vy basolateral
amigdalinos de los sujetos control, gque recibieron administraci on
de la enzima en neécorteza gustativa (fiqg. 8); en reiacidn'con
los sujetos portadores de transplantes en el complejo amigdalino
(fig. 11) en los que la inoculacidn de peroxidasa se efectusd
tamhién en neocorteza, 1 mismo fendmeno se registra a1 observar
los sujetos controles y transplantados en neocorteza (figs. 10).

Sin embargos, Yy pese 2 las diferencias en la densidad neuronal,
1a presencia de provecciones gue interconectan al implante con su
huéspéd, queda £in  lugar a dudas manjfiesta,‘ réafirmando la
potencialidad ‘de 155 transglantes para establécer conexiones
neurales extensas con el cerebro huésped (Bjérk]qnd et al.
1976, 1979, 1980; Bjorltlund vy Stenevi '1977, 19793 Beebe et
al., 1979: Jaeger y lLund 19279, 1980: Mcl.oon y Lund 19803 Mcl.oon
et al., 1982; Kromer y Bjorklund 19803 lLewis y Cotman 1980, 1983;
Oblinger y Das 19823 0blinger et al., 1980). A este respecto es
necesario  subrayar la alta especificidad en cuanto a la
estfu:tura reinervada, de manera que a través de la voluminosa
ltiteratura que sobre reconexidn de transplantes se ha generado

hasta Ja fecha, se pone de manifiesto Ja inequivoca presicion con
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la que los transplantes envian y reciben proyeccinnés neuronales.

Todo esto, nos 'lleva a reflexionar acerca del £ papel que la
reinervacidn desempéﬁa en la recuperacidn conductual de los
csujetos transplantados, se trata de deslindar por ende l1a funcion
de los transplantes, vya sea como eétructuras blanco (Lund vy
Hauschhka 19763 Obhlinger et 31., 12803 Sunde y Zimmer 1983%), o
hien como meros promotores de‘substancia; traficas (Bjorklund et
a).. 1983) en  cuyo caso, fungirian comb potenciadores del
sprouting o rebrote axonal, . que constituye una de las
mani festaciones de ia pl asti cidad newonal (Lynth et al., 1972).
Mo cobstante, estas dos postuwras no son, en sentido estricto,
mutuamente e'xc]nyentes, comp lo atestiguan los trabajos de Sharp
v Goenziles (1985) o los de Bjorklund et al. (1983), en los que
los transplantes fungen como estructuras bhlanco en el prbceso de
reinervacidn, al tiempo gue promueven y generan 1a'1kberacidn de

factores de crecimiento neuronal.

lLas experiencias originadas a partir 'ae las investigaciones
efectuadas en nuestro laboratorio,. sugieren, que 5i bien 1la
integracidn del tejigo transplantado con el cerebro huésped, a
traves de la vastularizacidn y Ja reinervacion, desehpeﬁa un
papel decisivo en la recuperacidn conductunal, particularmente de
los sujetos con transpl antes cortica]es,‘ seria aventuradn el
adjudicar a la reinervacidn de los transplantes, la totalidad
de la reactivacion funcional de los =sujetos, en virtud de las
caracteristicas neuwoestructurales y de la capacidad neuroquimica
inherentes a Jlos transplantes de tejido cerebral fetal, es

decir, que ni.la neurcestructura, ni la capacidad newroquipica de
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los transplantes, al canzan ia complejidad original = que
caracteriza a uwna determinada regidn dentro de un cerebro normal.

Asi pues, e} 'presente estudio cﬁnstituyd una primera
aproximacidn, a la integracidn neurocanatdmica de los transplantes.
neocorticaies y amigdalinos dentro de wn cerebro huésped. Nos
fue posible presenciar la capacidad de los transplantes, para
reinervar algunas regiones del cerebro huéspeds; constatamos
asimismo, que tales regiones, correspondian a parte de ;as'
estructuras jnervadas normal mente por la neocorteza gustativa vy
el complejo amigdaliﬁo, evidenci ando 1a notable participacidn de
las viase amigdalo—-corticales, aéi como de las talamb—corticales,:
en los procesos de reinervacidn de nuestros transplantes.

En cuanto a Ja densidad poblacidnal de las newonas
involiucradas en los procesos de interconexidn, fué posible
apreciar wna notabhle disminucidn en comparacion con el tejido
contirol, como  Sse expresd en lav discusidn parcial de los
resul tados. Esto nos habla, de la impresionante .capacidad de
restauracidn funcionél del . ShC, aun en presencia de un
2esCaso numero de newronas interconectadas con algunas
estructuras del tejido hué#sped; lo cual, sugiere la posibilidad
de que alguna otra estructura cerebral, se encuentre involucrada
en la restauracidn funcionaly ya sea a través de rebrote axonal

y/0 a traves de neuwrosecresiones.

Tantn 1los transplantes corticales, como los amigdalinos,
presentaron una clara disminucidn en cuanto a la densidad
de ipervacidn, en contraste con los sujetes control. Sin

embargo, no se observaron diferencieas aparentes entre ambos tipos
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de transplantes homotdpicos, por'lo que no es posible adiudicar a
l1a reinervacion diferencial de los transplantes, cuando menos con
l1as estructuras analizadas en el presente trabajo, las
diferenci as en cuanto a l1a _Feuuperacidn funcional de la
neocorteza gustativa v del complejo amigdalino.

FPor su parte, Ja permanente difusidn de la pefoxidasa de
rabano, en 1os casos en los que fue administrada en el interior
de los transplantes, imposibilito ‘@l an&lisis de las aferencias
procedentes del tejido huésped, que posiblemente arribaron a los
implantes.

Asimi smo, fue notoria 1a importancia de 1la integracidn
citoarquitec{dnica, en relacidn con el grado de reinerva;idn, en

los transplantes neocorticales.

De esta manera, nuestros estudios constituyen los primeros

pasos, encaminados a deslindar el papel que  los transplantes
neocorticales y amigdalinos, desempeﬁan"en el interior de los
cerebros de éos sujetos huésbed, v nos llevan a plantearnos
nuevas 'interrnganfes, acerca de 1la dindmica anathica Y
funcional, de las estructuras involucradas en el CAS; sin perder
de vista, el »hechm de que el establecimiento de conexiones
newronales v, por ende, de comunicacidn intracerebral, se
encuentra estrechamente relacionado con la amplia - gama de
funciones en las que intervienen, tanto la NG como el complejo
amigdalino. Es decir,']a pregunta global, se encuentra encaminada

hacia la comprensidn de ese todo complejo e insondable, de es=se

cosmos, que es e] SNC de los seres vivos.
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Mo nos preguntamos que propdsito atil  hay

eﬁ él cantp de los pa&jaros, cantar es un deseo
desde que fueron creados para cantar. De{
‘mismo  modo no debemos preguntarnos por qué l1a
mente humana se preoccupa  por  penetrar los
secretos de los cielos...la diversidad de los
fendmenos de la Naturaleza es tan grande vy los
tesoros que encierran los cielos tan rj:os,
precisamente para gue la mente del hombre
nunca se encuentre carente de su xlimento

basico.

Johannes Kepler
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