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RESUMEN

En lps Gltimos afos se han acumulado datos sobre 1a
importancia del Niclen Supraguiasmatico (NSO en la
regulacidon de los ritmos circddicos en mamiferos. Con base en
estudios conductuales en 1oz que se ha lesionado dicho
niclep, asi como en exwperimentos electrofisiolégicos y de
actividad metabdlica se ha sefalado al NS@ como un oscilador
enddégeno indispensable para la expresién de varios ritmos
circadicos.

En 1971 s=e describid la posibilidad de transplantar
precursores de neuronas al Sistema Nervioso Central (SNC) de
ratas en desarrollo. Posteriormente se sefald que regiones
maduras del SNC también podian recibir transplantes de tejido
nervioso en diferenciacidn. En los afoz siguientes el
desarrollo de esta técnica permitié aplicarla al estudio de
los ritmos circéAdicos.

En nuestro laboratorio nos interesamos por evaluar 1la
capacidad del tejido nervioso fetal transplantado para
inducir recuperacién funcional. Se usé como modelo
experimental, la pérdida del ritmo circddico de ingestidén de
agua inducida por lesién del NSR en ratas adultas. Como
resul tado de estoe estudios, reportamos que el transplante de
NS@ fetal es capaz de inducir recuperacion del ritmo diurno
de ingestidn de agua.

lLas ohservaciones anteriores nos plantearon bdsicamente

dos preguntas: Es el fendmeno inducido por el transplante un
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ritmo circAdico?; FPueden otras areas ademds del NSR fetal
inducir dicho efecto? El presente trabajo tuvo como objetive
contestar dichas prequntas.

Los resul tados obtenidos indican que: 1) Los
transplantes de NSG fetal tienen dos efectos principales: a)
Inducciéon de un ritmo diurno de la ingestién de agua y b)
Inducecidn de un ritmo endégeno gue persiste JGnicamente en
condiciones de obscuridad constante; 2) Los transplantes de
la corteza occipital fetal son capaces de inducir el ritmo
diurno mas no el ritmo endégeno. Estos resultados indicgn
que solo el NSG fetal transplantado es capaz de generar un
ritmo circadico. El oscilador endégeno del transplante
hipotilamico es altamente suceptible a 1la influencia
desorganizadora de la luz continua, Yy es probable que el
ritmo diurno inducido por el transplante cortical se deba a
una reconexidén funcional entre 1a retina y algun A&rea

hipotaldmica que regule la expresién del ritmo observado.
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I INTRODUCCION

A. NUCLEOD SUPRABUIASMATICO: UN 0SCILADOR DEL  SISBTEMA

CIRCADICD DE LOS MAMIFEROS.

ASFECTOS HISTORICOS

L.as fluctuaciones periddicas en los parametros
fisioléoicos parecen ser una de las propiedades de los seres
vivos, vya gue se observan desde los organismos unicelulares
hasta el hombre (Bunning,, 19603 1973). En los animales esta
propiedad se manifiesta por patrones ciclicos de conducta.
Cambios en el medio ambiente como el ciclo luz-ohscuridad
sincronizan estas oscilaciones de tal forma que la
periodicidad de la mayoria de estos ciclos es cercana a las
24:00 hrs. Esta asociacion a los ciclos de iluminacidn
generd la creencia de gue los ritmos binlégicos dependian de
esta influencia.

Estudins del Siglo XVIII realizados por Jean Jacques
Ortus DeMairan, Duhamel DuManceau y Zinn demostraron que el
ritmo de apertura y cierre de las hojas de uwna planta
sensible (Probablemente la Mimosa Pudica) no dependian de
influencias ambientales como la luz 6 la obscuwidad (Fig. 1).
En el Siglb XIX Augustin de Candolle sugirid por primera 've:z
el gendmeno de oscilacidn en corrimiento espontanec (Free
Run) en los movimientos de las hojas de 1la Mimosa Pudica.
FPosteriormente Wilheim Pfeffer refutd y mds tarde apoyéd 1la
hipétesis del origen endégeno del ritmo en dicha planta.
Darwin expresé su creencia de que la ritmicidad diurna en el

movimiento de las hojas era propiedad inherente de las



Figura 1.

La Mimosa Pfdica presenta un ritmo diurno en 1la
apertura Yy cierre de sus hojas que coincide con el
ciclo ambiental de Luz-Obscuridad. Cuando esta planta
ge aisla de la luz el ritmo en cuestidn persiste. Con
este experimento D'Marian demostro que el ritmo
obgservado no dependia de la influencia de la 1luz y
propuso - su origen endégeno. (Tomada de Moore-Ede vy
Col., 1982).



plantas, pero no fue sino hasta este =siglo que el origen
endégenc de 1os ritmos bioldgicos fue aceptado por la
comunidad cientifica.

Augusto Forel (1910) sugirid gue las abejas poseian una
memoria para el tiempo (Zeitgedachtnis). Eeling (1929)
demostré un sistema circddico endégeno en las abejas que
podia ser sincronizado con estimulos ambientales cercanos a
24:00 hrs., B8in embargo estimulos presentados cada 19:00 6
48: 00 hrs no fueron capaces de sincronizar la conducta de las
abejas. Renner (1955) demostré en forma definitiva que 1los
ritmos circAdicos en las abejas no dependian de sefales de
tiempo enmascaradas en los estimulos ambientales. En
realidad, fue Blnning (1977) quién desarrollé las bases para
el entendimiento de las propiedades de los ritmos circaAdicos,
entre ellos su generalidad en los seres vivos vy su
dependencia de factores genéticos, y Fittendrigh (1960) quién
contribuyé al entendimiento de la importancia de los relojes
circAddicos. Este Gltimo autor también demostrd que los
ritmos circAdicos no son un fendmeno aprendido y desechd el
uso del término Zeitgedachtnis por implicar un fenémeno de
aprendizaje. Halberg acufd el término circddico (del lafin
circa=cercano a y dies=dia) para describir aquellos ritmos
con un periodo cercanc a las 24:00 hrs y que se generan en
forma endégena por el organismo (Halberg, 19%9).

William Ogle describié en 18B46 el ritmo circddico de
temperatura en el humano, el cual fue también descrito para‘
el mono en 1906 por Simpson y Galbraith quienes sugirieron su

naturaleza endégena. Sin embargo no fue sino hasta 1962 en



gue Aschoff vy Wever confirmaron el origen endégeno del
Sistema Circadico en  Humanos. Richter en 1922 realizé
extensos estudios sobre el sistema circiddico de mamiferos,
pero no fue sino hacia los 60°s en que se realizaron estudios
acerca de su distribucidén y naturaleza endégena.

En vigta de la amplia distribucidn distribucidon de los
ritmos circddicos en diversos parametros bioldgicos Y
conductuales, Moore-Ede (1982) menciona que:

",..resulto aparente que con frecuencia era mds significativo
NO  encontrar un ritmo circaddico en una variable fisinldgica
que encontrarlo.”

Ya que los mecanismos necesarios para lograr que una
variable +fisioldgica sea constante en un organismo altamente
ritmico requieren de estrategias fisiolégicas complejas, las
cuales involucran un delicado balance entre losz diversos
ritmos hasta alcanzar dicho efecto.

Los sustratos anatémicos involucrados en la regulacioén
de 1os ritmos circddicos en mamiferos se han estudiado solo a
partir de este siglo. Von Economo en 1929 y Nauta en 1946
son logs primeros en implicar al hipotdlamo en la regulacidn
del rciclo vigilia-suefo, el cual es uno de 1los ritmos
circAddicos mis evidente, 8in embargo, los primeros estudios
dirigidos a identificar la localizacidn anatémica del relo)
biolédgico fueron 1los realizados por Richter en los 60°%s,
gquien demostrd la participacién del hipotdlamo ventral
anterior en dicha funcidén (Richter, 1946853 1967).

En 1972 dos laboratorios independientes entre si

reportan que la 1lesién del N8B interrumpe la ritmicidad



circéddica en los niveles plasmiticos de corticosterona (Moore
y Eichler, 1972) , a actividad locomotora y 1a ingestidén de
agua (Stephan y Zucker, 1972). Desde entonces, diferentes
estudios han reportado que las lesiones de dichn ndcleo
eliminan los ritmns circéddicos de varios parametros
fisiolégicos y conductuales (Moore, 19813 Moore, 1983),
ASPECTOS MORFEOLOGICOS

Localizacidn v Morfologia. El Nacleo Supraguiasmatico

{NSBY es una estructura bilateral formada por dos grupos
compactos de neuronas localizadas en el  hipptdlamo  ventral
anterior. B4 polo rostral se encuentra dorsomedial  al
fuiasma Optico (BD) y se extiende en la misma posicion hasta
"la Comisura Supratptica (CSD). (Van Den Pol, 1980). A pesar
de su localizacién constante en el cerebro de diferentes
mamiferos, su relacidn con el 00 y principalmente el III
Ventriculos (11X V) se modifica ligeramente de acuerdo con la
especie (Van Den Ppl, 19803 Lydic v csl., 1980b; Lydic vy
Moore~Ede, 1980; Lydic vy cel., 1982). Ademas de =su
denominacién actual acufada por SBpiegel y Zweig en 1919, el
NSE ha recibido otros 11 nombres, 1o que ha generado
confusitdn en  la nomenclatura y controversia respecto a su
existencia en diferentes especies incluyendo al hombre
{Moore—-Ede y col., 1982; Lydic y col., 1980b).

En la mayoria de las especies el NSO se identifica
f4cilmente por la densidad y tamafo de las células que lo
forman, las cuales resaltan entre las neuronas de mayor
tamafo y gue estan agrupadas en forma menos compacta que

caracterizan al hipotalamo circundante (Figura 2).
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Figura 2. Cortes coronales del cerebro de la rata las flechas
indican 1la localizacién del Nucleo Supraquiasm&tico
(NSQ) , se observa la relacifn del nucleo con el quiasma
Sptico (CO), el hipotflamo anterior (HA) y el 1III
ventriculo (V).



Citoarguitectura. En la rata, cada NSE cpnsta de 8,000
a 10,000 neuwronas, cuyo tamafp varia de 5 a 15 uM de didmetro
(Van Den Pol, 19803 OBGuldner, 1974). Estas células se
encuentran entre las mads peguefas del Sistema Nervioso.

Estudips iniciales mencionaban al NSR como un  grupo
homogénenp de neuronas (Krieg, 1932) ., 8in embargo,
recientemente se han demostrado por lo menos dos poblaciones
de neuronas localizadas una en la regién rostromedial y otra
en la ventrolateral del naclec (Van Den Pol, 1980).

Las células de la regidn dorsomedial se caracterizan por

ser pequelas, empacadas densamente vy mezcladas con
astroglia. lLa arborizacidn dendritica de estas células es
restringida (Riley v Moore, 1977) . A nivel de

ultraestructuwra se observa un citoplasma escaso en organelos,
y abundantes contactos soma-somdticas. (Van Den Fol, 1980),
s5i  bhien estas Gltimas no se han confirmado en otros estudios
(Riley y Moore, 1980). Estas cédlulas forman cadenas
orientadas en direcciédn antero-posterior (Van Den Pol, 198Q).

La regién ventrolateral se caracteriza por neuronas de
mayor tamafo con un citoplasma rico en organelos, nbcleo con
abundantes invaginaciones en su membrana y nicleolo central
(Van Den FPol, 19B0). f.a arborizacién dendritica de estas
neuronas es mucho mds extensa que la de la regidn dorsomedial
(Riley y Moore, 1977). Aferentes visuales de la retina y el
cuerpo geniculado llegan a esta regidén (Moore y Lenn, 1972;
Card y Moore, 1982).

El campo dendritico de las células del NSO es mas

pequeio que el de otras Areas del hipotdlamo y presentan las



diferepcias regionales mencionadas anteriormente (Krieq,
19323 Riley y Moore, 1977; Van Den Fol, 1980). En base a su
morfologia, estas neuronas se han clasificado en 5 tipos: a)
Monppolares; b)Bipolares simples; c©) Bipolares complejas; d)
Espinosas; y e)Multipolares radiadas (Van Dem Pol, 1980).
l.os contactos sindpticos que reciben las dendritas gue ce
localizan en el NSG se originan de 2 tipos de axones (Guldner
y Wolff, 1974), 1la mayoria de estos probabhlemente provienen
de proyecciones locales (Van Den Fol, 1980)., Caontactos
dendrodendriticos se han descrito y confirmado (Buldner vy
Wolff, 1974; Guldner y Wolff, 19783 Van Den Pol, 1980).

lLos ajxones gue se Dbsérvan en el NSE@ son cortos, finos y
rno mielinizados, la mayoria de ellos con origen y terminacion
dentro del mismo nucleo. Frecuentemente se observan formando
fasciculos en los que se entremezclan con  algunos  axones
mielinizados. Los fasciculos salen del nacleo en direccion
dorsal 4 en direccidn caudal, mientras que las fibras que
1legan a ¢l 1o hacen de todas direcciones. Arones
miglinizados de gran didmetro =e ohservan, generalmente,
cruzando el nicleo sin hacer contacto con ¢1 (Van Den Pol,
1980).

El elemento glial mds comin en el NSQ es la astroglia,
Estas células tienen aprorimadamente el miemo tama¥o que 1las
neuronas, con prolongaciones miltiples que se bifurcan varias
veces, Dichaz prolongaciones, al igual gue en el resto del
Sistema Nervioso, hacen contactos con loe vasos cercanos. Su

funcion no ha sido aclarada (Van Den Pol, 1980).



Conexiones Aferentes. El NSQ recibe provecciones del

sistema visual, el sistema limbico, ®1 hipotalamo y el talloe
cerebral (Figura 3).

El sistema visual proyecta al NSQ desde la retina (Moore
y Lenn, 19723 Hendrickson vy Cols., 1972), la porcién ventral
del cuerpo geniculado lateral (Swanson y col., 19743 Ribak y
Peters, 19753 Fickard, 1982). El sistema limbico proyecta
desde el ndcleo septal medial (Garris, 1979) y del subiculum
anteroventral a través del tracto cortico bipotalémico
(Meibach vy Siegel, 1977). Las aferentes hipotaldmicas se
originan del 4rea pre6ptica (Swanson, 1976), del nlcleo
ventromedial, del nlcleo arcuafo (Meibach y Siegel, 1977;
Zaborszky vy Makura, 1979), vy del area hipotaldmica tuberal
(Saper y Cols.,1974)., Las proyecciones del tallp cerebral al
NBR, se originan principalmente en el nucleo dorsal del
complejo del rafe (Fuxe, 1965; Aghajanian, y col, 1969).

Debido a su relevancia en la regulacidn de la actividad
del NS@, 1la via retino-hipotalamica ha sido la aferencia mas
estudiada de diche nicleo. Ha sido estudiadQ por
autoradipografia (Moore y Lenn, 1972), microscopia electronica
(Hendrickson y col., 1972) vy electrofisiologia (Sawaki,
1977). Fibras originadas en la retina proyettan
bilateralmente, con un componente contral ateral muy
importante (Moore y Lenn. 1972). Esta via se presenta en
todos 1los mamiferos gue han sido estudiados (Moore, 1973

Colman y col., 19763 Thorpe, 1975).



Figura 3.

RETINA  LATERAL PARAVENTRICULAR
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GRAY < NUCLE! DORSOMEDIAL NUCLEUS

Esquema en el que se indican las conexiones del NSQ con
otras areas del Sistema Nervioso Central. Las flechas
indican 1la direccifn de las fibras, el grosor de las
flechas indican la proporcidén relativa.de las fibras en
lag distintas vias. Como puede observarse la mayor
parte de las vias son bidireccionales, con excepcién de
las aferencias de la Retina, el Geniculado Lateral y el
Rafe y las eferencias al Septum Lateral y el Hipot&lamo
Lateral. Resulta interesante que la mayor parte de las
conecciones se realizan hacia otros nucleos del
hipotflamo (Tomado de Moore , 1983).
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Conexiones Eferentes. lLas' fibras del NB@ proyectan

hacia el sistema limbico, diencéfalo y tallo cerebral
(Figura 3). Como =e menciond previamente, los axones que
dejan el nbcleo lo hacen principalmente en 2 direcciones.
Dorsorostral y caudal.

Las eferentes hacia el sistema limbico se conectan con
lps nicleoc septales medial y lateral (Sofroniew y  Weindl,
19783 PBRojis, 1978), el organo vasculoso de la lamina
terminalis (Bojis, 1978; Campbell y Ramaley, 1974) y el
nicleo del +tracto diagonal de broca (Sofroniew y Weindl,
1978). Las proyecciones hacia el Diencéfalo llegan a los
niucleos periventriculares del tAlamo (Rerk y Finkelstein,
1981) vy 1la ‘Habenula lateral (Sofroniew y Weindl, 1978). En
el hipotdlamo e]1 NSR proyecta al nacleo paraventricular (Sims
y col., 1980 principalmente a su regién dorsal (Berk vy
Finkelstein, 19813 GStopa y col., 1984), a 1los nucleos
dorsomedial vy ventromedial, a el nucleo periventricular
parvocelular (Swanson y Cowan, 1975; Sims y col., 19803 Rerk
y Finkelstein, 19813 Hoorneman y Boiis, 198B2), a el area
preéptica medial (Sims y col., 1980), a el nucleo arcuato, a
1a regién tuberal lateral (Swanson y Cowan, 1975) y a el
nucleoc premamilar (Sims y col., 1980). Se han descrito
también algunas proyecciones hacia la regidn hipotaldmica
posterior (Berk vy Finkelstein, 1981; Sofroniew y Weindl,
1978) vy la lamina interna de la eminencia media (Swanson vy
Cowan, 1975; Bims y col., 1980). La proyeccion hacia el NGOG
contralateral es una de las conexiones mas importantes del

ntclen  (Pickard, 1982), Las proyecciones hacia el tallo
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cerebral llegan hacia 1la sustancia gris periacueductal
mesencefdlica (Berk y Finkestein, 1981).

Se han reportado proyecciones hacia el ndcleo dorsomedial
del talamo, el nicleo interpeduncular, el ntclep motor dorsal
del wvago y el nicles del tracto solitario (Sofroniew vy
Weindl, 1978). Otros grupos sin embargo, han puesto en duda
estas proyecciones, arguyendo que no existe verificacisdn de
estas por otros laboratorios y que el criterio
inmunocitoguimico empleado no es suficiente para proponerlos
(Berk y Finkelstein, 19B1; Swanson y Cowan, 1974).

Ontogenia. En la rata, estudios auwtorradiograficos
sefalan que las células del NSO se desarrollan entre los dias
13 y 17 de gestacidn (Figura 4). Las células aparecen en
secuencia rostro-caudal en cortes horizontales y en secuencia
ventrolateral-dorsomedial en cortes coronales (Altman ¥
Rayer, 1978). El tracto retino hipotaldamico se desarrolla
postnatalmente. Estudio= autorradiograficos y con cobalto
indican que esta proyeccidén aparece a partir del Jer. a 4o.
dia después del nacimiento (Felong, 19763 Leen y col., 1777).
Las técnicas de degeneracién indican, sin embargo, que 1a
via aparece hasta los 17 a 20 dias postnatales (Campbell vy
Ramaley,  1974). Estas observaciones podrian deberse a las
diferencias en la resolucidn de las técnicas. Estudios con
microscopio electrénico indican que 1la diversificaciodn
sindptica en el NSR ocurre entre los 4 vy 7 dias de edad (Leen

y col., 1977),

12




0 L L2 IR)\S!Q B8
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Figura 4. A: Esqguema de un corte coronal del cerebro de feto de
rata donde se ilustra 1la localizacién de algunos
nucleos del hipot&lamo anterior. B: Histogramas de
frecuencia de la actividad mitStica algunas areas del
hipot&lamo anterior (determinada por autorradiograffa
de acidos nucleicos) en funcién de la edad de gestacifn.
Con este parametro se puede estimar el momento de la
gestacidn en el cual se diferencfan estos nucleos. El
Nucleo Supraquiasmitico (SCN) se comienza a diferenciar
en el dia 13 y esto se completa hacia el dia 18. Otras
abreviaturas Area PreSptica Lateral (LPA), Dorsal
{DPA), Medial (MPA), Paraventricular (PPA), Nucleo
SupraSptico (SON), Nucleo Periventricular Medial (MPN).
(Tomado de Altman y Bayer, 1978).
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ASFECTDS FUNCIONALES

En 1a evaluacién de la funcidn de NSQD en la regulacién
de la ritmicidad rircAdica es necesario plantearse las
siguientes preguntas: I) Es el N8R un oscilador endégenc?
I1) Hay ademads del NSR otros osciladores enddgenos? IInD
Comoc regulan sus aferentes la funcidn del NSE? y IV) Cdmo
regularia el NSG la ritmicidad circadica?

El __NSQ comp oscilador. La evidencia que apoya la idea

que el NSQ contiene un oscilador enddgeno puede agruparse en:
a) Estudios de lesidén vy estimulacidn; b) Estudios
electrofisiolégicos; y ) Estudios metabdlicos.

a) Las lesiones bilaterales del NSQ interrumpen el ritmo
circddico de varios parametros conductuales y fisioldgices en
todas las especies estudiadas (Reppert y col., 1981 Albers y
col., 1981, 1984b). Se ha demostrado gque solo las lesiones
totales del NSR y no de otros ntcleos hipotaldmicos tienen
dicho efecto (Van Den Pol y Powel, 1979) (Tabla I). En
ratas, la interrupcién del patrén temporal del ciclo suefo
vigilia no afecta el mecanismo involucrado en su  generacidon
(Tobler vy col., 1983), 1o cual sugiere gue dichos procesos
son regul ados por mecanismos independientes. La arritmicidad
en la ingestién de agua y la conducta motora, inducida por
lesién del NSB en ratas recién nacidas, no  presenta
recuperacidon espontdnea durante el resto de la vida del
animal (Mpsko y Moore, 1978), lo cual sefala el papel crucial
del NSO en la regulacién de dichos ritmos. La estimulacioén
eléctrica del NSEG en ratas y Crisetos induce cambios de fase

y cambios en el periodo del ritmo de ingestidn de alimentos
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en oscilacién espontanea (Rusak y Broos, 1982).

TABRLA 1. EFECTO DE LA LESION DEL NSQ SDBRE
LOS RITMOS CIRCADICAOS

DIAS
ANIMAL RITMO(S) EFECTO FOST-{.ESTON
Rata Actividad abolicidn 120
Ing. Agua
" Corticosterona abolicidn 21
adrenal
" N-Acetiltrans., abolicidn 21
en Pineal
" ciclo Vigilia abolicidn 100
Suel o
" Ciclo Estral aholicidn 100
Ovulacién.
" Actividad abolicidn 180
Alimentacidn
Otros.
Hamster Actividad. abplicidn 120

{Modificada de Moore, 1981).

b) Estudios electrofisioldgicos. Las células del NER
registradas "in situ" 6 "in vitro" descargan con una
frecuenéia gue varia entre 3 y 8 espigas por segundo (Nishino
y col., 197435 Bhibata y col., 1982; 1984; Green y Billete,
1982). De acuerdo a sus patrones de descarga se pueden
clasificar en tres grupos (Shibata y 'col., 1984): Células
tipo I tienen un patrén regular de descarga con intervalo
interespigas constante (Gross y Hendricks, 19743 Thomson vy
col., 1984), frecuencia de 6.3 + 3,1 espigas por segundo, y

corresponden al 80% de las neuronas registradas; las células



del tipo I1 tienen un patrén de disparo irregular,
representan cerca del 19% de las neuwronas registradas; las
células tipo II1 tiemen un patrén de descarga en rafagas
mezcladas con periodos silentes. Estas representan el 1% de
las neuronas registradas (Shibata y col., 1982).

Se han descrito diferencias regionales en la frecuencia
de disparo de las neuronas del N8R, en la region
ventrolateral se observa mayor frecuencia del disparoc que en
la dorsomedial (Shibata y col., 1984), Eg importante sefalar
que el patron de disparo de las células de tipo 1 es muy
similar al de una poblacidn ideal de células marcapaso.

Registros de actividad electrica unitaria en rebanadas
hipotidlamicas de cerebro de rata indican gque la actividad de
las células del NSQ presenta un ritmo diurno, en fase con el
ciclo luz-ohscuridad en el que se mantuvo a 1a rata antes del
registro (Green y Billete, 1982; Shibata y col., 1982).

lLa actividad multiunitaria del NSQ "in situ" presenta un
ritmo circddico, el cual persiste ain cuando se haya aislado
dicho ntclen del resto del cerebro (Inouwye y Kawamura, 1979).
lLa frecuencia maxima de disparo de estas células (al igual
que el de los registrados en rebanadas) se observa durante la
fase de luz del ciclo luz-obscuridad (Figura 5). El ritmo en
la actividad multiunitaria presenta un corrimiento espontanec
cuando se mantiene al sujeto en iluminacién constante.
Cuando se cortan todas las aferencias al NSO con excepciotn
del tracto retino hipotaldmico, el ritmo en la actividad
multiunitaria del NSR sigue cambios de fase en el ciclo 1u;—

obecuridad (Inopuye y Kawamura, 1982).

16



A

e st e,®
. ) S - g [} .
200 0% e, LT R A
....o' ..'.- e o S e
‘-
Caudate

Caudaste .

e

. (]
o \ﬂ'.." o ~:..o.." .
- [
4 . _:.....q. . o :" et " ,
é e .-. . "0. . c‘|“
2-
8 Hypothalamus
-
)
© P S — W
; 21 9 3 | 9
-
i . .
]
£
2
o

2 -\.‘\,M.'.\"‘.f'-"\-hsv-_‘\'.'.“.‘.',*.

Figura 5. Registro simultaneo de la actividad electrica

multiunitaria (MUA) en el nucleo Caudado y el
Hipot&lamo de un sujeto normal (A), en el cual se
observa 1la oscilacién ciclica de la frecuencia de MUA
en ambos nucleos. Cuando se aisla el Hipotflamo
anterior del resto del cerebro mediante un corte (B),
el ritmo persiste dentro de la isla hipotalfmica que
contiene el NSQ pero no fuera de ella. Este experimento
demuestra gque no son necesarias las conexiones
nerviosas del NSQ para generar el ritmo de la actividad
electrica. (Tomado de Inouye y Kawamura, 1979).
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€) Actividad metabdlica. La captacidn de la 2-
deoxiglucosa (2-DB) puede usarse como un marcador confiable
de la actividad metabélica del NS@ (Schwartz y Gainer, 1977).
La rata presenta mayor captacién de 2-DG durante la fase de
luz del ciclo luz-obscuridad. El ritmo de captacidén de 2-DG
sigue cambios de fase de 180= en el patrén de iluminacién vy
persiste en obscuridad continua o cuando el animal ha sido
enucleado. En luz continuwa, sin embargo, presenta abolicidén
del ritmo 10 dias después de iniciarse esta condicién
(Schwartz y col., 1980). El ritmo en la actividad metabélica
del NS@ también ha sido reportado en Crisetos (Flood y Gibbs,
1982), Mono arafa, gato y ardillas (Schwartz y col., 1983).
En todos estos animales excepto en la ardilla, la mayor
-actividad metabdlica se observa durante la fase de 1la luz
(Flood y Gibbs, 1982), El ritmo de actividad metabdlica se
desarrolla en el periodo prenatal en ratas y monos. La
sincronizacidén del “reloj fetal” se realiza através del
sistema circddico materno (Reppert y Schwartz, 1983; 19B4a3
1984b).

Estoe datos en conjunto indican que el NSQ puede generar

una oscilacidn circddica sin necesidad de seiales hormonales
© neuronales ajenas al mismo nicleo. Dicha oscilacién se
sincroniza por influencias del ciclo luz—obscuridad a través
de 1la via retino-hipotaldmica. El1 NSQ es indispensable para
la eupresion de varios ritmos, y es capaz de imponerles
periodo y fase. Esto sugiere que el NSD es un oscilador muy

importante del sistema circAdico de los mamiferos.
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Regulacion del NSQ por sus aferentes. De las aferencias

descritas al NSB, sélo se ha reportado que tengan efectos en
los ritmos circAddicos aquellos que se originan en la retina,
el cuerpo geniculado lateral y el subiculum (Block y Zucker,
19763 Rietueld vy Bross, 1981). No obstante, no existen
estudios suficientes para descartar la participacidén del
resto de las aferencias en la regulacién de la actividad del
NSO, La funcién reguladora de las Areas mencionadas parece
consistir en: a) Sincronizacién de la oscilacidn del NSB al
ciclo luz-obscuridad; vy b) Regulacidén de 1a actividad del
oscilador del NSR (Figura &). La evidencia que apoya estos
planteamientos es:

a) La enucleacién bilateral o el corte de ambos nervios
épticos induce oscilacidn espontanea de diversos ritmos
circddicos en varias especies estudiadas (Moore-Ede, 1983).
Se inducen efectos similares al mantener al sujeto en
obscuridad continua, en este caso, el periodo de la
nscilacidén espontanea depende del ciclo de luz-obscuridad
previo (Binning, 19603 1973)., FfFor otra parte, la iluminacidn
continua atepda o© desorganiza los ritmos circddicos en
algunos animales (Honma e Hiroshigne, 1978h; Eastman vy
Richtshaffen, 19833 Aschoff, 1979). Esta manipulacién puede
conducir también, a la disociacidn de los ritmos circddicos
en varios componentes ultradianos, es decir con un periodo de
pscilacidn mayor de 24.00 hrs (Fittendrigh, 1940; Pittendrigh
y Dann, 19743 Pickard y Turek, 19823 Hofman, 1971). Ademis,
se ha observado que la luz continua inhibe la actividad

metabdlica vy eléctrica en ! NS@ (Schwartz y Bainer, 19773
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Participacidn de distintos niveles de la via visual en

" la regulacién de los ritmos circddicos por el ciclo

Luz-Dbscuridad, A: Bajo 21 ciclo de Luz-Ohscuridad (LD)
los ritmos del sujeto normal se sincronizan con el
ciclp de iluminacién. En cobscuridad constante (DD)  se
presenta corrimiento libre del ritmo circddico. H: La
enucleacidn bilateral o la seccién de ambos nervios
dpticos inducen corrimiento libre del ritmo adn en Luz-
Obscwridad, vya que la informacidn luminosa no llega al
Sistema Nerviosp. €@ La lesidén del NSR abole el ritmo
circddico tanto en LD como en DD. D: La lesién
bilateral del tracto éptico no impide que el ritmo se
sincronice en LD, s=in embargo modifica la relacidn de
fase entre el ritmo y el ciclo de iluminacién. Estas
lesiones no afectan el comportamiento del ritmo en DD,
(Tomado de Moore-Ede y Col., 1982).



Schwartz v Col., 19803 Shibata y Col., 1984), vy afecta el
desarrollec de los diversos tipos celulares descritos en el
NS en base a criterios electrofisiolégicos (Shibata y col.,
1984).

. b)Y La enucleacidn unilateral (en Crisetos) retarda el
cambio de fase inducido por cambios de fase del ciclo luz vy
obscuridad. Lesiones del cuerpo geniculado lateral ventral
tienen efectos similares (Zucker y col., 19763 Harrington y
Russak, 1985).

c) La ablacidn del fornix induce efectos similares a los
de la 1luz continua, vya que provoca disociacién entre los
ritmos de temperatura y los de actividad Jlocomotora de
ingestién de agua (Eastman y Reichtschafen, 1983; Fishette y
col., 1981) vy desorganizan el ritmo de cortisol plasmatico
(Fischette y cnl. 1981),

Estos datos sugieren que la via retino-hipotalamica es
la responsable de la sincronizacién de los ritmos circadicos
Yy del ciclo luz-obscuridad. Ademas, indican qgue el
componente bilateral de esta proyeccién y la via geniculado -
NS@? son importantes para regular los ajustes de fase de los
ritmos circAdicos con el ciclo luz-obscuridad. Por otra
parte, sefalan que la luz continua tiene un efecto inhibidor
sohre el desarrollo del NSO y en el animal madure induce de
alguna forma el desacoplamiento del sistema circadico.
Influencias del subiculun a través del fornix, parécen

estabilizar la actividad de NSQ.
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Regqulacion de los ritmops circadicos por el NSQ. 8Si bien

los trabajos mencionados anteriormente indican la importancia
del NSG@ en la expresidn de los ritmos circddicos, poco es 1o
que se sabe a cerca de los mecanismos por los cuales el NBGQ
ejerce dichos efectos. En términos generales se cree gue NS®
se acopla a través de conexiones nerviosas con los sistemas
efectores que exwpresan ritmicidad circadica. Los datos
disponibles sefalan que las salidas caudales del nucleo son
indispensables para la expresién de algunos ritmos circddicos
(Moore y Eichler, 1972; Mpore y Klein, 1974). Es posible qgue
exista una estructura intermedia entre el NS@ y los efectores
del sistema. En el animal intacto diferentes ritmos guardan
relaciones de +fase constantes entre si, las relaciones
persisten aun cuando los ritmos circadicos se han
descompuesto en componentes uwltradianos por iluminacién
continua (Honma e Hiroshige, 1978b), y aun después de
lesiones del NSR (Watanabe e Hiropshige, 1981). No se conoce
sin embargo, cudl pudiera ser la estructura intermedia entre
el NSQ y los efectores.

Las sustancias neuroactivas involucradas en la
regulacioén de los ritmos circddicos se desconocen  adan. Sin
embargo, existen algunos estudios que enfocan este problema.

lLa inyeccién intracerebral en el NSO de diversos
neurotransmisores putativos ha sido ineficaz para afectar los
ritmos circAddicos, a excepcidn del carbacol. Este mimetiza
el efecto de la luz sobre el ritmo circAdico de actividad de

N-acetil transferasa en ratas (Zatz y Brownstein, 1979), y la
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sincronizacidn del ciclo de reproduccidén (Earnest vy Turek,
1983). Ademds el carbacol induce avances y retrasos de fase
en el ritmo de locomocién en ratones (Zatz y Herkenham,
1981).

La microinyeccién al III Ventriculo del polipéptido
pancredtico de Aves y el neuropéptidp Y inducen cambios de
fase en la actividad locomotora del Hamster durante la
oscilacién espontanea inducida por iluminacidn constante.
Dicho efecto consistid en un avance o un retraso de fase
dependiendo del tiempo circéddico de inyeccién (Albers y col.,
1984a; Albers y Ferris, 1984), Estudios inmunocitoquimicos
indican que la via geniculado-NSR contiene fibras de
neuropéptidoc Y (Moore y col., 1984). Estos resultados
contuerdan con los efectos descritos sobre la lesion de
cuerpo genicﬁladn lateral (Ver seccidén anterior).

E!l Acido gama amino butirico (GARA) pudiera estar
involucrado en el retraso de fase inducido por pulsos de 1luz
en la rata. Ya que la inyeccién intraperitoneal de bicuculina
blogquea este fendémeno en forma dosis dependiente (Ralph vy
Menaker, 1985),

La melatonina administrada intraperitonealmente puede
sincronizar la oscilacién espontanea del ritmo de locomocién
inducida por obscuridad constante. Este efecto solo puede
ser inducido cuando el momento de la inyeccidn coincide con

el inicio de 1a fase de actividad (Redman y col., 1983).
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CONCLUSTONES

Resulta evidente que la regulacidén de los ritmos
circAdicos en mamiferos dista mucho de ser comprendida.
Aunque la evidencia sobre el papel del NBQ en diche proceso
es abundante no es concluyente. Por otra parte, no se han
identificado otras 4reas en el cerebro del mamifero con un
papel tan importante para 1la expresiéon de los ritmos
circddicos ademas del NSO (Moore, 1983). El acoplamiento
entre el NSQ (considerdndolo como un oscilador circddico) vy
los sistemas efectores de este sistema se desconoce. Las
sustancias neuroquimicas involucradas en la sincronizaciéon

del oscilador a los efectores también se desconocen.



IT TRAMSFPLANTES DE TEJIDO MNERVIOSO

ABFECTOS HISTORICOS

Los primerps intentos de transplantar tejido nervioso
del SNC de mamifero se remontan a finales del siglo pasado.
Thompson (18%0) vy BSaltykow (1905) son probablemente los
primeros en reportar el transplante de tejido del SNEC adulto.
Del Conte (1907) fue el primero en intentar el transplante de
tejido embrionario al cerebro de mamifero. Marinesco y Minea
(1907) vy Ranson (1914) los pripercos en transplantar tejido
nervioso ganglionar al SNC de mamiferos. En general los
resultados de estos estudios tuvieron poco éxito. Del Conte
llegd a la conclusién que el cerebro era un sitio
desfavorable para recibir transplantes. Otros reportes con
resultados negativos fueron publicados por Altobelli (1914),
Willis (1935), BGleen (1955) y Wenzel y Rarlhier (194%9). 8in
embargo, algunos investigadores tuvieron resultados exitosos,
por ejemplc Ranson en 1914 y Tidd en 1932 observaron que
algunas de las células de ganglios sensoriales transplantados
a la corteza cerebral de ratas en desarrollo sobrevivian.
Dunn en 1917 reportd la viabilidad de las ceélulas de 1a
corteza cerebral de ratas recién nacidas transplantadas a la
corteza de ratas con 9 a 10 dias de edad. Uno de los
estudios mAs interesantes de esta época es el realizado por
LeGros Clark en 1940, en donde se describe el excelente
indice de supervivencia vy la posterior diferenciacién de

células embripnarias de la neocorteza transplantadas a la



corteza de un conejo de seis semanas de edad.
Sorprendentemente este hallazgo pasd desapercibido por
ipvestigadores que trabajaban en este problema durante esos
afos y los intentos de realizar los transplantes fueron
esporadicos y sin éxito.

En 1930 el mexicano Ratl May reportéd que el tejido
cerebral  de neonatos sobrevivid el transplante a la camara
anterior del ojo. A partir de 1945 publicdéd una serie de
articulos referentes al transplante intraocul ar de dos dreas
de tejido cerebral, vy de una pieza de tejido cerebral y una
muscul ar donde describid el proceso de reinervacidén.
Asimismp, estudid la posible existencia de factores tréficos
que indujeran 1a reinervacién observada. 8Bus resultados
indican uma tendencia enddgena de 1os transplantes para
enviar sus fibras. Sin embargo, en base a los conocimientos
actuales algunas observaciones son dificiles de euplicar
(May, 194%5; 1949; 1952; 1954; 1955; 1957 y 1962). Tan
importante fue la contribucidén de este mexicano a esta Area
de estudio que en palabras de Bash (1984):

"De hecho, ninguna revisién acerca de transplantes de
tejide nervioso puede estar completa sin la discusion de las
contribuciones de May"

No fue sino hasta la pasada década en gue la posibilidad
de transplantar teiido nervioso al §8NC de mami feros
fue  reevaluada. Olgson y Malmfors en 1970 yeportaron la
viabilidad de células de ganglios sensoriales transplantados
al SNC adulto. Das vy Altman en 197! reportaron que era

posible transplantar precursores de neuronas al SNC de  ratas
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en desarrollo, el tejide transplantado sobrevivid y se
integrd al tejido receptor al cabo de dos semanas.
Posteriormente Lund y Hauschka (1976) observaron que regiones
relativamente maduras del SNC podian también recibir
transplantes de tejido nervioso en diferenciacién. Das vy
Hallss (1978) extendieron estas observaciones y reportaron
[ue el SNE adulto también es capaz de recibir los
transplantes, pues éstos crecen, se diferencian y establecen
conexiones anatdmicas con el cerebro del sujeto receptor.
Stenevi y BRjorklund (1976) estudiaron en forma sistemitica la
reproducibilidad y las condiciones de sobrevivencia de los
transplantes.

Estos trabajos marcan una nueva etapa en los estudios acerca
de los transplantes de tejido nervioso, ya gue aumenta el
nimern de laboratorios en el mundo que estudian este
problema, tanto por sus implicaciones en las ciencias basicas

como por sus probables aplicaciones futuras,

ASPECTOS METODOLOGICOS

La supervivencia, desarrollo vy diferenciacién de 1los
transplantes del SNC de mamifero dependen principalmente de
tres factores, estos zon: 1) Colocacidn del transplantes 2)‘
Edad del sujeto donadori y 3I) Edad del sujeto sujeto receptor
(Das, y col., 1980).

1) Colocacién del transplante. La rdpida vy eficiente
vascularizacion del transplante-es el principal requisito

para su supervivencia (Figura 7). Esta condicidén puede
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Figura 7. Sitios de colocacién de Eransplnntes‘de tejido cerebral.

A: El tejido a transplantar se obtiene de fetos desde
15 dias de gestacifn en adelante, algunas areas
sobreviven al transplante adn cuando se tomen de
sujetos hasta de 5 dias de edad postnatal. El bloque de
tejido puede inyectarse atravez de una canula a la luz
de los ventriculos cerebrales (B), 6§ directamente a una
cavidad preparada en la superficie cortical {(C).Si se
disocian las celulas neurales por tripsinizacion, estas
pueden inyectarse al parenquima cerbral con ayuda de
una microjeringa. El objetivo de estos procedimientos
es el garantizar la adecuada nutricién del transplante
hasta que se formen conexiones vasculares con el
receptor. (Tomado de Bjorklund y Stenevi, 1982).



aspgurarse ya sea colocando el transplante en una cavidad en
contacto con los plevos coroideos (Steveni y col, 197468), en
una cavidad en la gque se ha inducido una capa vascular por
proliferacidn de la pia (Bjorklund y Steveni 1979) & en el
interior de 1lps ventriculos cerebrales donde se nutre a
partir del liguido cefalorraquideo (Ferlow y col, 1979). En
este caso se ha observado gque la invasién vascular del
transplante ocurre dentro de los 3 dias siguientes al
transplante, vy en este estudio en particular (transplante al
111 ventriculo) 1los vasos se originaban de los capilares
portales de la eminencia media del sujeto receptor (Scott,
1984). Las técnicas anteriores han demostrado su utilidad
cuando e tejido se transplanta en forma de blogue. La
principal desventaja de las dos primeras técnicas es que es
necesarip  aspirar el parenquima cerebral, por lo qgue solo
puede utilizarse en regiones superficiales del cerebro.
Cuando. se tranplanta a las cavidades ventriculares el tejido
sobrevive, pero su crecimiento se ve limitado. En estos
casos conexiones extensas con el cerebro del suieto receptor
solo se logran cuando se dafa el ependimo y asi el
transplante puede fusionarse con el tejido adyacente. También
~es posible transplantar una suspensién de células disociadas
y - en este caso puede realizarse el transplante hacia las
regiones profundas del cerebro. La colocacién de las células
en un Area especifica es muy precisa, y la destruccidén del
cerebro receptor es minima. Ademds no es necesaria la
presencia de un lecho vascular abundante, y se puede

determinar acertadamente el namero de células transplantadas



(Bijorklund y col, 19B0; Schmidt y Col., 1981),

2. Edad del Suijetp Donador. El crecimiento ¥

diferenciacién de las células del transplante dependen de la
edad de sujeto donador. Tejido obtenido de ratas de 15 dias
de gestacion muestra mayor crecimiento después de
transplantado, gque cuando el tejido se ohtiene de ratas de 21
dias. Esto puede deberse a gue a los 1S dias de gestacidn el
tejido se compone principalmente de éélulas neurcepiteliales
que contindan proliferando despuéds del transplante. A los 1B
dias, el tejido esta formado principalmente por neuroblastos
que después del transplante se diferencian sin  proliferar
(Das y col, 19805 Kromer y col, 1983). l.o anterior se
refiere en general, sin embargo es necesario considerar gue
no todas las areas del SNC en desarrollo maduran
simultAneamente. Por lo tanto, junto con la edad gestacional
es importante considerar el nivel de maduracion del area que
nos  interesa estudiar. Cuando se emplea 1la téenica de
suspensidn de células, la edad del donador es un factor muy
importante en la supervivencia celular, pues células tomadas
a loe 15 dias de gestacién tienen un indice de supervivencia
varias veces mayor que cuando se toman a los 18 dias de
gestacidén (Das y Col., 1980).

J. Edad del Sujeto Receptor. S5i bien la supervivencia
de 1las células transplantadas no se afecta por la edad del
sujeto receptor . la integracién de las células del
transpl ante al tejido sujeto cerebro receptor y su

érecimiento dependen hasta cierto punto de la edad de este
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altimo. 8i el transplante se lleva a caho dentro de los
primeros dias post-natales gl crecimiento es mayor (Hallas y

col, 1980). Este podria deberse a gque en dicho periodo del
desarrollo postnatal el proceso de di ferenciacidn Y
maduracién de las celulas del cerebro receptor continta, y en
estas condiciones el cerebre receptor acepta con mayor
facilidad células exdgenas con propiedades similares (Das vy
Altman, 1971). For otra parte el craneo de la rata sigue
creciendo vy brinda un mayor espacio para el crecimiento del

transplante (Das y Hallas, 1978).

ASPECTNS INMUNDLOGICOS

8i bien el rechazo del tejido es uno de 1obs mayores
problemas cuando se transplantan érganos y tejidos a la
periferia, esto no ocurre cuando se transplantan al cerebro.
Por esta razén, se considera que el cerebro un sitio
inmunol 6gicamente privilegiado (Rarker y Billingham, 1977;
Raju vy Grogan, 1977).

El transplante de tejido nervioso entre animales de
diferentes camadas e incluse de diferentes cepas ze ha
realizado con éxito. A la fecha no existen reportes de
rechazo de ninguna de las Areas estudiadas. El transplante
entre sujetos de diferentes especies ha sido menos exitoso.
Se han reportado periodos mAximos de sobrevivencia de 6 meses
(Low vy col., 19823 Bragin y Vinogradova, 198%; Dunnett y
-col., 1982). En estos trabajos se ha sugerido que las
células  que migran mds alla de la barrera hematoencefalica

escapan al rechaze (Bjorklund y col., 1981 b). El
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tratamiento corn inmunosupresores incrementa la supervivencia
del transplante, como lo han demostrado estudios en que se
administran ciclosporina A a ratas gue reciben transplantes
de corteza cerebral de ratén (Inoue vy col., 1985 a; 1985 b).
Se ha reportado ademds que neuronas del septum de ratdn
inyectadas en suspensién al giro dentado de ratas con
denervaci dn colinédrgica del hipocampo, restablecen la
laminacién caracteristica de la distribucioén de
acetileolinesterasa, mejoran la ejecucion en la prueba de
laberinto, Yy elevan la actividad de la colina
acetiltracsferasa (Daniloff y col, 19833 1984).

La razén por la cual el cerebro 2s un sitio
inmunol égicamente privilegiado se desconoce. Se han sugerido
gque los siguientes factores pudieran intervenir en dicho
fendmeno: 1) Presencia de la barrera hematoencefdlica
{Rjorklund y col., 1981 b): 1la interrupcion del brazo
aferente del sistema inmune, es decir aquella porcidn del
sistema que‘ detecta 1la presencia de antigenos ajenns al
organismo (Freed, 1983), y la escasez relativa de macréfagos
fijos en el sistema nervioso (Tze y Tai, 1984).

Respecto al primer factor podemos aseqgurar que su
participacidén en el fendmenoc no es fundamental. Todas las
técnicas de transplante que se usan actualmente implican
lesién de 1la barrera, a pesar de ello, los transplantes
sobreviven adecuadamente.

El segundo factor, podria tener un papel relevante en

este fenémeno. Se ha sugerido gue los antigenos asociados a



cualguier tipo de t{ransplantes no se exponen al sistema
inmune cuando s transplantan a sitios considerados
privilegiados, comos lo es el cerebro (Wikstrand y Bigner,
1980, Se ha repotado que el transplante de tejido nervioso
al cerebro es incapaz de inducir zensibilizacidn del sistema
inmune del sujeto receptor, sin embargo, cuando dicho sistema
es sensibilizado previamente por transplantes de piel, se
produce rechazo inmediato de transplantes de tejido nervioso
al cerebro (Freed, 1983). Estos resultados indican gque a
pesar de la capacidad del sistema inmune de capar de provocar
rechazo de los transplantes cplocados en el sistema nerviopso,
no es capaz de identificar los antigenos de los  transplantes
colocados en ese sitio, 1o cual apoya fuertemente la
hipotesis de Wikstrand y Bigner.

El tercer factor podria también contribuir al fentmeno,
sin embargo, 1la evidencia gque 1o apoya es muy indirecta. 8e
ha observado que las células endocrinas del pancreas
purificadas sobreviven mucho mejor cuando se transplantan al
cerebro de ratas diabédticasz que las células de islotes
pancredticos np purificadas. Los autores sugieren gue cuando
ios transplantes contienen células np endocrinas,
principalmente contaminadas por ndédulos linfaticos, éstas son

rechazadas (Tze vy Tai, 1983; 1984; McEvoy y Leung, 1983).

ASFECTDS MDRFOLOGICOS
1. Diferenciacién vy citoarquitectura. Las células de

los transplantes son de apariencia normal y su comportamiento

en cuanto a crecimiento y diferenciacién es similar al de las
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células del SNC en maduracion. La rcitparquitectuwra del
tejido transplantado se asemesia en la mayoria de los casos al
patrén caracteristico del &rea madura (Das y Altman, 1971
Lund y Hauska, 19763 Das y Hallas, 1978; Kromer y col, 1979).
Recientemente Kromer, BRjorklund vy Steveni reportaron las
caracteristicas de crecimiento y organizacidn celular de tres
regiones del SNC (cerebelo, tallo e hipocampo) transplantados
a una cavidad en la cortera cerebral del sujeto receptor. En
dicho estudio confirmaron reportes previos del efecto de 1a
edad del donador en el dindice del crecimiento del
transplante. Mas importante gque lo anterior resultan sus
hallazgos sobre las caracteristicas de citoarguitectura de
los transplantes, ellos concluyen que: a) Las células
neuroepiteliales de las diversas regiones estudiadas
continuan proliferando después de transplantarse al &NC
produciendo neurshas  con caracteristicas morfoldgicas
normales; b) Las células gue se diferencian antes de realizar
el transplante pueden sobrevivir y mantener el arreglo
citoarquitecténico original en su nuevo ambiente; ) Las
caracteristicas de organizacién intrinseca vy organizacion
tridimensional de las regiones estudiadas pueden
desarrollarse adn en un sitio ectdpico del SNC adulto (Kromer
y col, 198%),

éstudios recientes han confirmado estas observaciones en
las células dopaminérgicas de la sustancia nigra. Sin
embargo, indican que la maduracién de estas células depende

de interacciones con aferentes especificos, ya gue una gran

A
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poblacidn de las newronas transpl antadas presentaban

caractericticas de inmadurez (Jaeger, 1985).

24 Conexiones neuronales. Las células dentro del
transplante muestran abundantes interconexiones. Ademas

pueden observarse haces de fibras entre el transplante y el
sujeto cerebro receptor. Mediante técnicas
electrofisioldgicas y mediante estudips con perpxidasa de
rdbano, se ha demostrado que estas son tanto aferentes como
eferentes (Lund y Hauska 1976, Kromer y col, 1979).

lLas conexiones entre el transplante y el cerebro
receptor no se establecen al azar. For el contrario, los
datos existentes sefalan gque los axones del receptor invaden
al transplante en mayor proporcidn cuando éste corresponde al
Area con la que normalmente se conectan (Lund y Hauska, 19763
Das y Hallas, 1978; Hjorklund, Stenevi, 1979; Alvarado-
Mallart v Sotelo, 1982). Por otra parte, los axones ague
invaden una zona del cerebro receptor previamente denervada
siguen un patrén semejante al que caracteriza la ‘inervacidn
de dicha zona , siempre y cuando el Area transplantada sea
homéloga a la que fue destruida en el cerebro receptor
(Bjorklund y Stenevi, 19773 Bijorklund y col, 19763 1979; 1979
by Harvey vy btund, 1981)., Este supiere la existencia de
estimulos especificos (probablemente quimicos) gue dirigen el
crecimiento de lag fibras para formar un patrén de
reinervacién semejante al normal (Lund y Hauska, 19763

Bjorklund y Stenevi, 1979).:
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ASPECTOS FUNCIONALES

Recientemente varios investigadores han estudiado el
efecto de 1os transplantes en la recuperacidn de funciones
alteradas por lesiones o deficiencias congénitas del SNC.
Los sistemas estudiados incluyen: El1 hipocampo, el  cuerpo
estriado, 1la corteza frontal, el cerebelo, y @l hipotdlamo.
Aunque existen pocos estudios funcionales, el rango de
pardmetros valorados incluyen un amplio espectro que va desde
aspectos neuroendocrinps hasta procesos cognosecitivoes.

1. Estudios Endocrinoldaicos.

a) Diabetes insipida congénita en ratas. Ratas con
deficiencia congénita de vasopresina presentan poliuria vy
polidipsia intensa, El transplante de células
vasopresinérgicas del hipotdlamo anteriopr al YIII Ventriculo
de estas ratas disminuyd los sintomas mencionados. El efecto
se presentd de 3 a 4 dias después del transplante. Es muy
probable gue éste sea mediado por vasopresina secretada por
las células transplantadas (Bash y col, 1980).

Estps efectos no se observan si el transplante ze coloca
en €l ventricule lateral (Bash y col., 1982), en el IV
ventriculo (Harvey, 1984) ¢ en ratas recién nacidas (Boer y
col., 1985). ni han podido ser reproducidos en otros
laboratorios (Scott, 1984).

b) Hipogonadismo congédnito en ratones. El transplante
del Area preéptica al 111 ventriculo es capaz de revertir el
hipogonadiemo causado por deficiencia congénita del factor
liberador de gonadotrofinas en ratones mutantes. El efecto

es mediado por - un aumento en la concentracidn del factor
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liberador de gonadotrofinas inducido por el transplante, 1o
cual estimula la sintesis de hormona foliculeo estimulante vy
luteinizante (Bibson v mel., 19823 Gibson y col., 1984a).
Ademds, el transplante es capaz de revertir la infertilidad
gue caracteriza a estos animales (Gibson y col., 1984b).

c) Regulacidén de la conducta sexual en ratas. La
diferenciacién sexual depende de gque 1 cerebro masculino
esté eupuesto a hormonas testiculares dw-ante un periodo
critico del desarrollo prenatal. El nidcleo dimérfico del
arpa predptica parece ser el pripcipal sitio de arccién de
dichas hormonas. Transplantes del nGcleo dimérfico de ratas
macho a la misma drea de ratas hembra de un dia de edad
aumentan la conducta sexual femenina e inducen patrones de
conducta sexual masculina, cuando se administran estrogenos o
androgenos, respectivamente . Transplantes de otras dreas
cerebrales no producen tales efectos. En todos los casos se
observaron interconexiones entre el transplante y 1 cerebro
receptor (Arendash y Borski, 1982),

d) La lesién selectiva de vias serotoninérgicas en el
hipotAl amo por inyecciones de 5,7-dihidroxitriptamina,
inducen aumento de la conducta sexual inducida por inyeccidn
de estradiol (luine y col., 1983)., El transplante del rafé
fetal es capaz de revertir dicho efecto, lo cual se
correlaciona con la reinervacidn serotoninérgica del nacleo

ventromedial hipotalamico (Luine y col., 1984).



2., Estudips Newnpldgicos.

a) Lesiones de la via septo-hipocampal. La lesidn de
las vias aferentes y eferentes del hipocampo producen
diversas alteraciones manifestadas a través de pruebas
conductuales. ta lesidén de la via septo-hipocampal produce
deficiencia en el aprendizaje de pruebas de laberinto,
hiperactividad vy disminuciédn de la conducta de exploracisn
(0"Keefe y Nadel, 1978). Ratas con lesion de 1a via
septohipocampal npue recibieron transplantes de la banda
septo-diagonal me joraron la ejecucisn de pruebas de
laberinto. La estimulacién eléctrica del transplante provocd
ademds un potencial de campe en el hipocampo del sujeto
receptor (Low y col, 1982; Dunnett y col, 1982). Ratas que
recibieron transplantes del locus coeruleus no  mostraron
mejoria en la ejecucidn de dichas prusbas, Sin embargo, en
estos animales se chservd una reduccidn de la hiperactividad
producida por la lesién, la cual no fue observada en animales
con transplante del septum (Dunnett y col, 1982a). Estudios
previos indican que la estimulacién eléctrica de transplantes
del 1locus coeruwleus que reinervan al  hipocampo producen
iphibicidn de la actividad eléctrica espontinea de las
neuronas de este Gltimo, supuestamente a través de fibras
adrenérgicas (BRiorklund vy col, 1979a). En todos los casos
anteriores, los efectos funcionales se correlacionaron a 1la
reinervacion del hipocampo por el +transplante, pudiéndose
distinguir el patrén caracteristico colinérgico (septum) o
noradrenérgico (locus coeruleus) de inervacidn.

b) Lesiones de la Via Nigro-Estriatal. La lesidn
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unilateral de la via nigro-estriatal por inyecciones de b0H-
Dopamina induce en 1la rata un sindrome caracterizado por
cuwrvatura postural, asimetria sensorial y conducta de giro
producida  por inyeccidn de agonistas de la  dopaminas For
otra parte, 1la lesidn bilateral produce aguinesia, afagia,
adipsia e incompetencia sensorial bilateral (Undgerstendt,
1971; Lijungberg y Undgerstendt, 19764). Transplantes de la
sustancia nigra al ventriculo lateral (Ferlow y col, 1979;
Freed vy col, 1980) o a una cavidad en la corteza parietal vy
2l cuerpo calloso (Rjorklund y col, 1981) atendan la conducta
de giro inducida por inyeccidn de apomorfina o anfetamina en
ratas con denervacidn unilateral del estriado (Figura 13).
Transplantes de la misma regidén colocados en una cavidad en
la corteza lateral y cdpsula externa disminuyen la asimetria
sensorial en ratas con lesién unilateral y la agquinesia en
ratas con lesién bilateral de dicha via. Es interesante
seffalar que 1los transplantes colocados en el ventriculo
lateral o en la cavidad de la corteza parietal no afectan
significativamente, ni la aguinesia ni la asimetria
sensorial, mientras que los transplantes colocados en la
cavidad de la cortera lateral no afectan la conducta de giro
inducida por farmacos. La actividad eléctrica espontdnea de
las células de los transplantes es similar en cuanto a
frecuencia y forma de las ondas a la registrada "in situ" en
la sustancia nigra compacta (Figura 14). Ademds la
aplicacidn 1lopcal en el transplante, vya sea de agonistas o

antagonistas a la dopamina, inhiben o aumentan



respectivamente dicha actividad (Wuerthele y col., 1981). En
todos les casos el transplante reinervé especificamente el
cuerpo estriado, restituyd parcialmente los niveles de
dopamina, asi como su velocidad de recambio en el estriado.
El indice metabdlico del transplante es similar al de 1la
sustancia nigra intacta medido a través del método de la
Cre2-deoriglucosa (Schmidt y cel, 1982).

La estimulacién de transplantes de sustancia nigra que
reinervan el caudado denervado previamente por inyeccidn de
6-0HDA inducen y mantienen el fendmeno de autcestimulacion
(descrito por James Olds en ratas normales), Dicho efecto no
se observa por estimulacién de transplantes corticales ¢ por
estimulacién de transplantes de la sustancia nigra que
induzcan reinervacién dopaminérgica del estriade (Fray vy
col., 1983 .

c) Transplantes de células del estriado fetal al
estriado lesionadn por inyeeccidén del Acido iboténico,
disminuyen 1la hiperactividad motora y la hiperactividad
metabélica del sistema extrapiramidal inducida por lesidén del
estriado (Isacson y col., 1984; 1988).

d) Lesiones del cerebelo. La lesidn de la corteza
cerebelosa produce entre otros efectos disminucién de 1la
locomocién, asimetria e inpcordinacidn motora general.
Transplantes de la corteza cerebral a estos animales
disminuyen dichas alteraciones. Este pfectp se correlaciona
con la  integracién morfolégica de la corteza cerebel ar
transplantada al cerebelo receptor (Wallace y Das, 1982).

e) Lesiétn de la corteza frontal. La lesidén de la
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corteza frontal medial causa alteraciones en algunas
funciones cognoscitivas. Una manifestaciéon de dichas
alteraciones es el aumento en el namero de ensayos necesarios
para resclver correctamente un  laberinto en T. El
transplante de la corteza frontal al sitio lesionado reduce
significativamente dichas alteraciones. Este efecto no es
obtenido por el transplante de cerebelo. Estudios con
peroxidasa de rabano demostraron conexiones entre el
transplante y Areas adyacentes de la corteza del sujeto
receptor vy los nicleos medial dorsal y anterior del tilamo

(Labbe et al, 1982).

PERSPECTIVAS

Existen dos fenomenos que si biem no  han sido
mencionados en lps estudios resumidens en la presente
revisioén, representan alternativas interesantes en el estudio
de los transplantes de tejido nervioso. Estops serian el uso
de células cromafines de sujetos adultos para substituir el
tejido fetal como fuente donadora vy l1a posibilidad de crear
bancos de tejidos congelados que pudieran ser transplantados
en cuanto fuera necesario.

Recientemente se reportd gue células cromafines de ratas
adultas podian desarrollar fibras nerviosas ricas en
catecolaminas cuando son transplantadas a 1a camara anterior
ncular de ratas adultas (Olson, 1970). Fosteriormente se
reportd que las fibras originadas en las células cromafinas

podian inervar eltejido nervioso, en este caso la corteza
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cerebral vy el hipocampo, cuando se colocaban en la cémara
anterior del ojo. Estas fibras formaban un plexo de fibras
finas vy varicosas similares a las fibras del locus coeruleus
que normalmente inervan estas zonas cerebrales (Olson vy col,
1280 . For otra parte, el transplante de células cromafinas
transplantadas en ventriculo lateral de ratas, on
denervacidn dopamindrrgica del cuerpo estriado, puede
disminuir 1la conducta de giro inducida por apomorfina (Freed
y col, 1981). Dicho efecto parece depender de los niveles de
dopamina en dichos transplantes (Freed y col., 1983). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Perlow y col, vy
Biorklund y col, {(véase Aspectos Funcionales) usando células
de sustancia nigra fetal.

l.La posibilidad de usar células cromafinas adultas como
substitu{o del tejido nervioso esbrionarip ha permitido el
empleo de esta técnica en humanos {(Backlund vy cols., 1985),
ya que =e resuslven pﬁr 1o mencs dos problemas. Estos son:
1) La posibilidad de rechazo del tejido transplantado. El
usar tejido autologo de la médula suprarrenal disminuye al
minimo este riesgo; 2) La disponibilidad de un donador de
tejido se resuelve al ser el mismo sujeto donador y receptor.
lLos resultados de éstos estudios son tema de controversia,
por 1o que se remite al lector al articulo original.

El efecto de la congelacidn y descongelacién del tejido
nervioso embriocnario sobre las caracteristicas de viabilidad
y desarrollo posterior del transplante al SNC adulto ha sido

estudiado recientemente. Dichos trabajos demuestran gque el



tejido congelado a -70¢C puede sobrevivir v sg desarrolla
-después  del transplante sin mostrar diferencias respecto al
transplante de tejido fresco. (Houle y Das, 19803 Jensen y
col., 1984; Gage y col., 1985).

El poder congelar el tejido nervioso para transplantar
presenta dos ventajas con respecto al uso del tejido fresco:
1) Permite 1la formacidn de un banco de tejido con control
exacto de la edad del donador; y 2) Hace posible el uso de la
técnica en especies superiores; por ejemplo gatos, perros y
primates, en 1los cuales la disponibilidad de tejido con un
desarrollo determinado es complicado por razones técnicas.

Recientemente se ha reportado gque el  transplante de
células de 1la linea PC12, 1los cuales pueden sintetizar vy
liberar dopamina y noradrenalina en grandes cantidades,
disminuyen el giro inducido por apomorfina en animales con
lesi6n unilateral de la via nigro estriatal. Dichas células
se necrosaron después de 2 semanas de ser transplantadas, sin
que se conozcan las razones de esto. Ya que estas células en
cultive degeneran a2 las pocas horas, la supervivencia
observada en 1los transplantes se considera significativa.
Fsto sugiere que si =e logra determinar las causas que
favorecen o impiden la supervivencia de estas y otras é&reas
celulares al transplantarse se podrian utilizar como fuente
de tejido donador para sustituir al tejido fetal o glandu;ar

(Hefti y col., 1985,



CONCLUSIONES

De los trabajns resumidos anteriormente se concluye que:

Es posible transplantar ron éxito tejide nervioso fetal
al SNC de animales adultos.

El tejido transplantado continda su crecimiento Y
diferenciacion en el receptor, mostrando el patrén
citoarquitectdnico que lo caracteriza.

Se forman abundantes conexiones entre las células dentro
del transplante, vy entre éstas y las del tejide receptor.
Estas conexiones se establecen en ambos sentidos.

La formacién de patrones de reinervacidn caracteristicos
indica que los mecanismos que determinan el crecimiento de
fibras del transplante vy el receptor estd gobernado por
estimulos espec{ficos.

El tejido transplantado interactta funcionalmente con el
receptor y promueve la recuperacién de diver;as funciones
perdidas por lesiones o alteraciones congénitas del SNC.

La especificidad del tejido transplantado para producir
efectos funcionales sefala que los mecanismos invelucrados
son similares a los que regulan la funcidn en el  animal
intacto. |

En base a 1lo anterior es factible proponer que la
;'técni:a de transplantes del SNC fetal es un instrumento atil,
no solo para el estudio de la plasticidad cerebral en el
adultp, sino también para el andlisis detallado de la

organizaci én funcienal de diversos circuitos neuronales y los

mecani smos neuroquimicos involucrados.
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C. ODRJIETIVOS E HIFDTESIS

Inouye v Kawamura en 1979 propusieron gue:

" Hay solo dos formas de observacidén obvias que pueden
demostrar la autonomia, como oscilador, de cualguier porcién
de tejido. El primer enfogue que es necesario para definir
un marcapaso es la demostracidn de la competencia del tejido
para restablecer la ritmicidad, vy dictar su fase y periodo,
cuando se implanta en un receptor arritmico por pérdida de
ese tejido".

En nuestro laboratorio nos interesamos en evaluar la
capacidad del tejideo nervioso transplantado para inducir
recuperaci 6n funcional. Fara tal efecto escogimps como
modeln experimental, la pérdida del ritmo circadico de
ingestidn de agua inducida por lesitn del NS& en ratas adultas.
Los resultadns de dichos estudios indican que el transplante
del hipotdlamo gue contiene al NS@ es capaz de reocrganizar el
patrén temporal de ingestidn de agua. De tal forma que
animales con lesién del NSG@ que no presentan ritmo circddico
en esta conducta, recuperan el ritmo diuwrno (Figwra 8) 6
semanas después de recibir el transplante del NSR fetal
(Drucker—-Colin y col., 1984).

Dado gque nuestro estudio se realizé en condiciones de
luz vy ohscuridad, no fue posible determinar =i el ritmo
observado se debia o no a un proceso endégenn, es decir a un
ritmo circAdico. Ademds nos planted el problema de determinar
si los efectos observados son especificos del 4rea de cerebro
transplantada. El experimento que se describe a continuacién

tuvoe como objetivo =1 abordar directamente estos problemas.
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Figura 8. Efecto del transplante de Hipotflamo fetal sobre el
ritmo de ingesta de agua de ratas con lesion del NSQ.
A: Histogramas de la frecuencia de ingesta de agua
durante 48.00 hrs. de ratas intactas (arriba), despues
de la lesion del NSQ (centro) y despues del transplante
de hipotalamoc fetal al 1III ventriculo (abajo). El
transplante restablecif el patr8n ciclico de ingesta de
agua en las ratas lesionadas. B: Cortes coronales
seriados del cerebro de rata a nivel del quiasma
Sptico, donde se observa la localizacién del
transplante en el III ventriculo y la zona lesionada
(Izquierda). La amplificacifn del corte central se
observa a la derecha (arriba y centro), asi como otro
ejemplo en el cual el transplante solo establecfo
algunos puentes con las paredes ventriculares (flechas
abajo). (Tomado de Drucker-Colin y col., 1984.)
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Dhietivos Generales

1. Determinar =i el ritmo de ingesta de agua inducido por
transplante de NSQ fetal a ratas arritmicas por lesién
del NBR es un ritmo endégeno.

I1. Determinar si dicho efecto del NS@ fetal depende de 1la
lpcalizacidn del transplante en el cerebro del receptor.

II11. Determinar si dicho efecto es especifico al NSO fetal o
si  ptras dreas del cerebro fetal son capaces de inducir

el fendémeno.

Objetivos Especificos

En ratas arritmicas por lesidn de NSG gue recibieron el
transplante de N8R fetal en el 111 ventriculo:
1.1 Determinar el efectn de la luz continua ‘sobre el
patron temporal de ingesta de agua.
1.2 Determinar el efecto de 1a obscuridad continua sobre

=1 patron temporal de ingesta de agua.

En ratas arritmicas por lesién de NSE gque recibieron el
transplante de corteza occipital fetal en el III ventriculo:
I1.1 Determinar el efecto de dicho transplante en el patrén
temporal  de ingesta de agua en up ciclo de luz-
obscuridad (12:00 - 12:00)

Ir.2 Determinar el efecto de la luz continua sobre dicho
patrén temporal.

I1.3 Determinar el efecto de 1a obscuridad continua sobre

dicho patrén temporal.
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En ratas arritmicas por lesidn del NSR gue recibieron el

transplante de NSO fetal en la corteza occipital:

111.12

Determinar el efecteo de dicho transplante sobre el
patrdén temporal de ingesta de agua en un ciclo de luz-

obscuridad (12:00 — 12:00),

Las hipdtesis de trabaio para cada fase del experimento

fueron las siguientes:

1.

III

I11.

Ha: Tanto la luz como la obscuwidad continua
interrumpen el ritmo estudiado.

Hs: Tanto la luz como la obscuridad continua inducen
corrimientp libre del ritmo estudiado.

Heat La capacidad de inducir un ritmo diurne de ingesta
de agua es comin a otras Areas del SNC fetal ademds
del NSR.

Hit La capacidad de inducir un ritmo diurno de ingesta
de agua es especifica del NSO fetal.

Hat El efecto del transplante del NSR fetal no depende
de la localizacién del transplante en el cerebro del
receptor.

Hiz El efecto del transplante del NSG fetal depende de

la localizacién del transplante.
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I1. METODOS Y DISERD EXPERIMENTAL

Sujetos: Se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos.
Los machos sirvieron como sujetos receptores vy comp
sementales para apareamientp. Las hembras se utilizaron para
apareamiento, para aportar loes fetos gue sirvieron como

donadores del tejido a transplantar.

Condiciones _ambientales: Los sujetos experimentales se
colocaron en cajas individuales con comida y  agua a
disposicidén continua. Las cajas se colocaron en un  cuarto
con un programa de ilumipacién de 12 hrs. de luz (08:00 -~
20:00) y 12 hrs. de oscuridad (20:00 - 08:00) controlado
aptomadticamente. Estas condiciones se mantuvieron dos
semanas antes vy durante el transcurso de los experimentos, a
menos que se indique lo contrario,

Registros. Se determind el patrin temporal de ingesta
de agua mediante un sistema de monitoreo continuo disefado en
el laboratorio. La rata se colocaba en una caja de acrilico
transparente de 40 » 25 »x 20 cm (fondo, frente y alto). En el
piso del tercio froptal de la caja se colocd una placa de
aluminic, Jjusto por encima de esta placa se colocaba la
botella con agua, con un hebedero de acero inoxidable. Este
se aislaba con un tubo de plastico de 2 mm de espesor que
sobresalia 2mm del orificio de salida del bebedero. De tal

forma que para gue la rata bebiera agua, era necesarip que se
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parara sobre 1la plara del piso e intreodujera la lengua un
par de mm dentro del pldstico protector del bebedero. Esto
nos permitid garantizar gue la rata sole hacia contacto con
el bebedero al tomar aguwa y no al realizar otras actividades.
La placa y el bebedero se conectaban respectivamente a las

terminales negativa y positiva de un circuito oscilador

monoestable. Cada vez que la rata tocaba el bebedero el
circuito generaba un pulso, el cual se normalizaba
posteriormente en duracién e intensidad. El pulso

normalizado alimentaba el convertidor analégico-digital d&e
una computadora Apple I1l-e, la cual almacenaba la informacion
en bins de 30 segundos. Posteriormente esta informacién se.
compactaba en archivos de 15 minutos almacenados en el disco
flexible del sistema. Con este sistema se puede monitorear
el patrén temporal de ingesta de 15 ratas simultaneamente.
Lesiones: Los sujetos se anestesiaron con pentobarbital
{35 mg/kg) y se montaron en un aparato estereotéxico, con la
barra de los incisivos en 0. l.a lesién electrolitica del
nucleo supraguiasmdtico se realizé mediante un electrodo
monppolar a través del cual se pasé 1 mA de corriente directa
durante 45 segundos. El electrodo estaba formado por una
barra de acero inoxidable de 0.65 mm de didmetro, recubierta
con epoxy, excepto a upa distancia de 0.5 mm de la punta. La

colpcacién del electrodo en el sitioc deseado dentro del

cerebro se hizo con el aparato estereotdnico. Las
coordenadas empleadas fueron AF=0, 2% =0.0; V=8.5 respecto a
Bregma.



Transplantes: Ratas hembra Wistar en edad de
procreacidn se colocaron durante una noche junto con  machos
adultos en proporcion de 4:1. Transcurrido sse lapso se
retird al macho vy las hembras en las fgue se encontraron
espermatozoides en la vagina, se consideraron en el dia 1 de
gestacion.

El tejido a transplantar se obtuvo de fetos de 17 dias
de gestacién. L.as ratas prefadas en este periodo se
anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg) y se procedid
a exponer el Gtero mediante una laparotomia. lLos fetos se
extrajeron de éste en el momento del transplante.

El cerebro se extrajo del feto y se colocéd sobre su cara
dorsal en una caja de petri con solucidn salipa fisiclégica a
temperatura ambiente. Bajo microscopio de diseccidn se
localizé la convergencia de las arterias cerebrales
anteriores y la emergencia de los nervios 6pticos. Se
realizaron cortes a nivel rostral y caudal de la emergencia
del nervio vy entre éste y las arterias mencionadas, estos
Wltimos cortes se dirigieron en sentido dorsomedial, formando
un  blogue  de aproximadamente 5 mm™ en forma de piramide
cuadrangular cuya base era el quiasma dOptico. Este blogue de
tejido se inyecté en 100 ul de solucidn salina al 111l
ventricule de los animales lesionados, o bien en una cavidad
preparada en la corteza occipital. La inyeccidn del tejido
al III ventriculo se realizd a través de una aguja cal. 18,
colocada justo por encima del Area lesionada. El tiempo

transcurrido entre la incisién del utero y la inyeccion del



tejido fue de aprovimadamente 2 min. y no mayor de 6 minutos.

Histoloaia. tUna ve: concluido el experimento
(aprodimadamente 5 meses después) se anestesid al suwieto con
pentobarbital sédico, después de lo cual se procediso a 1la
perfusion transcardiaca de 100 ml de solucidn salipna
fisiolégica seguidos de 200 ml de solucidn de formol al
10%. Posteriormente, el bloque se post-fijo en formalina
durante 10 dias, se incluyd en parafina y se obtuvieron
cortes de 10 um de espesor, Estos se tiferon por el método
de Kluver-Harrera (1953). Esta tincidén permite visualizar
las caracteristicas de los cuerpos celulares y las fibras

mielinizadas.

AnAlisis y Estadistica: Para cada 24 hrs. de registro,

se graficd la frecuencia de ingesta de agua por periodos de 1
hr., expresada como porcentaje de la ingesta en 24 hrs. Con
¢etas se construyéd una grafica doble (Double FRlot), que
permite visualizar con facilidad el patrdén temporal del
fendémenc medido. Esta grafica doble consiste en graficar en
sentido vertical 1los dias consecutivos de registro, vy en
sentido horizontal el dia siguiente al correspohdiente a cada
renglén. De tal forma que si se registraron 20 dias
continuos, la grafica doble de estos datos tendra 19
renglones y 2 columnas en el renglén 1 estardn graficados los
dias 1° y 29, en el renglén 2 los dias 22 y 3@, y asi
sucesivamente hacsta el renglén 19, en el que estaradn los dias
{ge y 20e,

Se calculd la frecuencia de ingesta de agua durante 1la

52



face de luz y la de obscuridad. Estos datos se sometieron a
un andlisis de varianza de muestras repetidas para determinar
si habian diferencias diurmas en la ingesta de agua para cada
uno de los grupos estudiados (Control, lesidn, transplante de
NEQ@ a 111 ventriculo, transplante de cortera a 111 ventriculo
y transplante de NSQ a corteza) bajo el ciclo de luz-
obscuridad. Las pruebas de hipétesis se realizaron mediante
la t de student apareada (Daniel, 1983).

Se realizé un andlisis de densidad espectral mediante la
transformada rapida de Fourier Yy la funcion de
auntocorrelacion de las series de tiempo, usando para ello los
datos de frecuencia de ingesta por periocdos de 15 minutos.
Este andlisis nos permitié determinar 1la contribucién
relativa de distintas frecuencias de oscilacidn para la
distribucién temporal de 1a conducta (Bendat y Piersol,
1966).

Disefio Experimental. Se estudiaron 72 ratas Wistar

macho con un pespo entre 180 y 200 gr al inicio del
experimento. 8Sesenta de estos animales se sometieron a la
lesitn electrolitica del NSR, =1 resto se usaron como
controles intactos. Inmediatamente después de su
recuperacidon de la anestesia, los sujetos lesionados. se
colocaron en las cajas de registro, donde permanecieron por
el resto del experimento, se registraron por un minimo de 6
semanas. De los 60 animales lesionados, 42 presentéron
pérdida del ritmo de ingesta de agua por 6 semanas continuas.

Consideramos que esta pérdida del ritmo observada bajo un

o
(2]



ciclo luz-obscuridad es un indicador conductual de lesién
completa de NBR. En un estudio previo (Drucker—Colin y col.,
1984), observamos que la pérdida del ritmo durante mas de S
semanas  continuas se correlacionaba con lesiones bilaterales
completas del NSR confirmadas histolégicamente. Los 18
animales restantes presentaron un claro ritmo de ingesta de
agua en menos de tres semanas posteriores al  transplante.
Estos suietos se sacrificaron para realizar la verificacidn
histoldgica del sitio de lesidn.

Las 42 ratas con pérdida del ritmo de ingesta de agua se
dividieron en 4 grupos. En un grupo de 6 =sujetos no se
realizdé ninguna otra manipulacidén quirdrgica y se usaron como
control de los efectos de la lesion para confirmar 1la
ausencia de recuperacidén esponténea. Diecisiete ratas
recibieron el transplante de hipotdlamo anterior conteniendo
2l NSR en el IIl ventriculo, Jjusto por encima del érea
lesionada., Trece ratas recibieron el transplante de 1la
corteza occipital fetal en el I1I  ventricule, justo por
encima del Area 1lesionada. Seis ratas recibieron el
transplante del hipotdlamo anterior conteniendo al NSG en una
cavidad en la corteza occipital, 1la cual fue preparada por
aspiracién wna semana antes del transplante para permitir la
proliferacién vascular.

Estos grupos y uno adicional formado por 12 animales
intactos se registraron por 6 semanas continuas bajo un ciclo
de iluminacidén de luz-obscuridad 12:0G0 % 12:00 (la luz se
encendia a las 8:00 hrs). Al término de este periodo todos

los grupos se dividieron en 2 subgrupos, uno de los cuales se
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sometid a luz continua y el otro a obscuridad continua. La
condicién correspondiente se mantuvo durante B semanas, al
término de las cuales log animales se sacrificaron y se
procesd su cerebro para el estudio histoldgico. El disefo
experimental se resume en la Tabla II. Los experimentos se

realizaron entre enerp de 1984 y diciembre de 1983,

T

AELA 11, RESUMEN DEL DISENO EXPERIMENTAL.

LESION MAS TRANSPLANTE

ILUMI- DURACION INTACTAS LESION
NACTION EN SEMANAS (1) (11 NSG-TII V Cx0cc-I11 ¥V NSG-Cx
111 v v
-0 b - N=60% - - -
L~-0 b6 N=12 N=6 N=17 N=13 N=6
[ g 8 =6 N=3 =9 N=6 N=3
0-0++ 8 =& N=3 N=8 N= N=3

Abrevi atura

=3

NSE-1IT V = Transplantes de N8O al 11l ventriculo

Cx0cc~11IV= Transplante de corteza pceipital al 1IX1 ventriculo

NSO~Cx = Transplante de NSR a la corteza occipital

L~-0 = Ciclo de luz-obscuridad 12:00 % 12:00 hrs

Ll = Luz continua

0-0 = Obscuridad continua

N = Nimero de sujetos

3 = De 1los 60 suijetos lesionados se desecharon 1B que no
presentaron alteracién del ritmo de ingestién durante
las &6 semanas de registro. Los 42 restantes  se
dividieron en 4 grupps (II, I1I, IV y V). )

+ = Los sujetos estudiados en esta fase representan un
subgrupo de los registrados previamente en L-0.

++ = lLos sujetos estudiados en esta fase representan el

otro subgrupo de los registrados previamente en L-0.



II1 RESULTADOS

1. BUJETOS INTACTOS.

Los sujetos no lesionados presentaron evidente
ritmicidad circAdica en la conducta de ingestion de agua, la
cual se caracterizé por mayor porcentaje de dicha conducta
durante el periodo de obscuridad. El ritmo se sincronizd con
el ciclo Luz-Obscuridad, en algunos casos esto se realizé
entre el inicio del periodo de ingestidn de agua y el dnicio
de la fase de obscuwridad, mientras que en otros se preseﬁtd
entre el fin del periodo de ingestidn y el inicio de la fase
de luz.

Durante las fase de Luz continua y obscuridad continua
los sujetos presentaron corrimiento espontanes (FREE RUN) del
ritmo en estudio. El periodo de oscilacidn del ritmo en los
sujetos en luz continua fue ligeramente mayor que el
observado en los sujetos en obscuridad continua. Despues de
la tercera semana en luz continua, 1los sujetos sometidos a
esta condicidn presentaron atenuacién del ritmo. Esto se
manifestd por un aumento en el porcentaje de ingestidén de
agua durante el periodo que de acuerdo a la conducta del
sujeto corresponderia a la fase diuwrna del ciclo de
iluminacion (dia "SURJIETIVO").

El analisis de Densidad Espectral de los datos
obtenidos durante la fase de tuz-Obscuridad demostréd 1la
presencia de un componente principal, el cual se acompafaba

de varios componentes rconspicuos pero de mucho menor
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Fxgura 9. Histogramas de frecuencia de ingesta de agua ordenados
con 1la técnica de grafica doble gue ilustran el ritmo
circaddico de dicha conducta. Durante la fase de luz-
oscuridad (LO) el ritmo estaba sincronizado al ciclo de
iluminacién. Cuando el sujeto se mantuvo en luz
constante (LL) G obscuridad constante (00), se presentd
corrimiento libre del ritmo. El sujeto en luzr continua
(A} presentd atenuwacidon del ritmo bacia la Ja. semana
en esta condicidén. Esto no se presentd en el sujeto en
obscuridad continua (R). Las graficas del andlisis de
densidad espectral () de un sujeto que se mantuvo en
LD (arriba) y 00 (abajo). El pico del componente
principal cambio de 0.040 ciclos/hr (t = 24,00) en LD a
0.039 ciclos/hr (£ = 24.%8)., En esta y las siguientes
graficas dobles las barras horizontales al inicio y al
final del registro indican el patrén de iluminacién. La
barra blanca el periodo de luz, 1la barra negra indica
el periodo de obscuridad. Las flechas indican el cambio
en el patrdén de iluminacidn.

amplitud. El componente principal presentdé un periodo de
24.00 hrs, lo cual representa la periodicidad circadica de la
conducta de ingestidn de agua, Los componentes que
acompaiaban el pico circadico de actividad correspondian a
patrones ritmicos uwltradianos. Estos ultimos componentes no
fueron motivo de estudio adicional. Duwrante las fases de Luz
o de Dbscuridad constante el componente circaddico presentd un
ligero corrimiento hacia la izquierda de 1a grafica, 1lo cual
representa un nuevo periodo de oscilacidn, de 24.7 hrs. para
la fase de 1luz continua y de 24.5 hrs. para la fase de
obscuridad continua. Ademis, se observéd gue dicho componente
presentaba disminucién en 1la potencia del espectro Y
ensanchamiento en l1a base del pico.

Las figura 9 ilustra los resul tados descritos

anteriormente.



2. EFECTD DE LA LESIDN DEL NSQ.

Se lesionaron 60 sujetos en el NSR, de los cuales 18
presentaron desorganizacion transitoria del ritmo de
ingestién de agua. El lapso transcurrido desde 1la lesién

hasta 1a reorganizacidn del ritmo varid de unos cuantes dias

hasta cuatro semanas. La verificacidn histoldgica del é&rea

lesionada demostré que esta no abarcaba la totalidad del NSG.
La duracion de los efectos conductuales se correlaciond con
la extensidn dafada del NSB, Mo se realizaron intentos de
cuantificar dicha relacién.

El resto de los sujetos lesionados (4B) presentaron
desorganizacién continua del ritmo circadico estudiado
durante 1las ceis semanas siguientes a la realizacién de 1la
lesidn., Cuarenta Yy dos de estos suietos recibieron
transplantes de tejido cerebral fetal, de acuerdo a 1o
descrito en la seccidn correspondiente a Métodos. En Los
seis sujetos restantes gue no recibieron ningun tipo de
transplante,. se observé que la desorganizacién del ritmo se
mantuvo durante las 22 semanas posteriores a la lesidn, lapso
gjue corresponde al periodo de sobrevida de estos animales.

El andlisis espectral de los registros de estos sujetos
demostré la desaparicidn del componente circAdico y 1la
aparicién de componentes ultradianos miltiples. 8i bien en
todos los sujetos lesionados se observaron estos componentes

ultradianos, el periodo que los caracterizaba present6é gran

variabilidad. En terminos generales los periodos observados
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Figura 10. A: Brafica doble del registro de ingesta de agua de un
sujetoc con lesidn del NSQ. Es notoria la completa
desorganizacién del patrén temporal de la conducta
durante la duracion del experimento. E: Grafica del
andlisis de densidad espectral de las areas sefaladas
en A. Se observa la desaparicién del componente
circddico y la aparicién de componentes de mayor
frecuencia (Ultradianos).

variaron entre un minimo de 2 hrs. y un mdximo de B hrs.

La verificacién histolégica del sitio de lesién indicd
que esta abarcaba l1a totalidad del NS@ y se extendia hacia la
areas hipotalamicas adyacentes, incluyendo frecuentemente al
quiasma éptico. Entre las Areas hipotAdlamicas lesionadas
ademas del NS@ se encontraban el Area ventromedial del
hipotalamo anterior, el nucleo predptico periventricular, la
porcion  supraquiasmatica del nucleo predptico y el tracto
infundibular.

En la figura 10 =se ilustra el registro de un sujeto
que presentd arritmia circddica durante las 22 semanas
posteriores & la lesidén, asi como el analisis espectral de
algunos segmentos de estos datos. La figwa 11 ilustra 1la
localizaciéon de la lesién en cortes coronales seriados del
sujeto cuyo registro se ilustra en la figura anterior. Se
observa la destruccién completa del NSQ. La reconstruccién de
los sitios de lesién en otros 4 sujetos que presentaron
perdida permanente del ritmo circAdico se ilustra en la

figura 12,
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Figuwra 11, Cortes

coronales del cerebro de rata cuyos registros
se muestran en la figura anterior. BSe puede apreciar
que la lesion destruyé completamente el NSQ. En este
caso la lesién involucre el Buiasma Optico y el

hipotdlamo anterior adyacente.



3. EFECTD DEL TRANBFLANTE DE HIFOTALAMO FETAL AL III

VENTRICLILO

El transplante del hipotdlamo anterior fetal indujo la
recuperacidn del patroén temporal de ingestidn de agua en 12
de los 17 sujetos que 1o recibieron. En el andlisis
histolégico de dos sujetos en los gque ne hubo recuperacidn no
se identificéd el tejidoc transplantade, 1o que sugiere gue el
transplante no sobrevivio. En los otros tres sujetos el
transplante se observd como una masa de tejido en
degeneracion en la luz del 111 ventricule. En estos casos el
transplante se encontraba infiltrade por macréfagos Y
resultaba evidente la proliferacion glial. Se observaron gran
cantidad de vacuolas que abarcaban la mayor parte del
transplante. Si bien en algunos cortes fue posible
identificar neuronas de apariencia normal, estas eran muy
escasas en relacidn a la gran cantidad de celulas gliales
observadas. En 1los 12 sujetos en los que si se observd
recuperacién del patrén temporal, el transplante se
identificd como una masa de tejido en la luz del TII
ventriculo, adherido a sus paredes laterales. El transplante
se extendia del borde caudal del sitic gque ocupaba el NSQ
hasta la porcién rostral de la eminencia media., Una capa de
tejido glial 1limitaba la interfase entre el cerebro del
receptor vy el transplante, aungque en algunos niveles no se
encontré esta barrera. En la mayoria de los casos no se
observé la capa de células epend?marias en la zona de

contacto entre el transplante y la pared del ventricule. El
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Figura 12. Esquemas de cortes corconales seriados de 4 sujetos
con lesifn del NSQ que no presentaron recuperacidn
espontanea del ritmo, a la derecha se indican las
cogrdenndas estereotaxicas del atlas de Xunning vy
Klipel.
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transplante se componia de gran cantidad de neurpnas y de
glia de apariencia y normal, la relacion entre estos tipos
celulares era similar a la observada en el hipotalamo
adyacente del receptor. BRasAndonops en la tincién empleada no
es posible demostrar conexiones entre el tejido transplantado
y el cerebro receptor. .

El patrén temporal de ingestidén de agua se reorganizd
paul atinamente despues de realizado el transplante, lo cual
se manifestd como un aumento progresivo en el porcentaje
nocturno de ingestidn de agua. A partir de la cuarta semana
post-transplante podian observarse pegueias diferencias entre
la proporcién de ingestidén de agua nocturna y diurna. 8in
embargo dichas diferencias alcanzaron valores maximos a
partir de la quinta semana post-transplante. Estps resultados
se ilustran en la tabla IIXI. Las observaciones anteriores se
corroboraron con el andlisis de varianza y la prueba de T,
las cuales demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de ingestidén de agua
diurno y nocturno a partir de la Sa, semana post-transplante
(F= 7.013T= 4.7 3P< 0.05). Dichos andlisis no mostraron
diferencias entre la ingestién diurna y 1a nocturna en los
mismos sujetos antes de recibir el transplante (F= 7.01;7=
1.6 P> 0.0%) ,ni en los sujetos lesionados gque no recibieron

transplantes (F= 1.05;T= (.96 ;F>0.05).



Figura 13. Cortes coronales de dos transplantes de Hipot&lamo
fetal al III ventrfculo (V). El transplante ocupa 1la
mayor parte del lumen ventricular. Este se fusiono a
distintos niveles con las paredes laterales del
ventriculo, donde puede observarse una interfase de
celulas gliales. En el caso que se ilustra a la
derecha se observa una regién de fusién, en el &ngulo
superior izquierdo, que carece de dicha barrera glial.
Se distinguen gran cantidad de cuerpos celulares que
pertenecen a neuronas Yy celulas gliales, No se
observan diferencias, en cuanto a tamafio y apariencia
de estas celulas, con respecto a las del hipotalamo
adyacente.
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TABLA 1I1. PORCIENTOS DE NDCTURNALIDAD DE INGESTA DE AGUA
ANTES Y DESFUES DEL TRANSFLANTE HIPOTALAMICD EN
SUJETOS CON LESION DEL NS,

SEMANAS FOST-LESION

ia. 2a. Ja. 4a. Sa. ba.

X 61.42 63.6 50.99 46.84 50.0 56.18

+ DE 10,325 7.56 12,46 10,469 12.7 7.45
SEMANAS POST-TRANSFLANTE
la. 2a. Ja. 4a. Sa. Ga.
X 57.51 59.9 61.2 62.91 67 . 69% 71.83%
+ DE 12.5 5.98 4.61 9.57 11.82 6.45

X P<0.01 con respecto a 1a ingestion de agua diurna.

El ritmo inducido por los transplantes de hipotalamo
fetal se sincronizé con el giclo Luz-Obscuridad. El periodo
de mayor ingestién de agua ocurrid durante la fase de
obscuridad, en la mayoria de los casos ®1 fin del periodo de
ingestidén coincidid con el inicio de la fase de luz.

En el analisis de densidad espectral se observéd en la
sexta semana post-transplante la reaparicién del componente
circaddico (t = 24.00 hrs.), &l cual se afadia a los diversos
componentes ultradianos gque aparecieron despues de la lesién.
La intensidad del componente circddico en 1los sujetos
transplantados fue menor gue en los sujetos controles, pero
significativamente mayor gue el residup del componente

circddico antes de realizar el transplante (F>0.001). Los
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Figura 14. A: Registros con lesiéon del NSE que recibieron

transplante de Hipotdlame al III ventriculo. La 6a
semana  post-lesidn se grafica en la porcion superior
de 1las graficas, las flechas indican el registro =
partir de la 3a semana post—transplante. El patron de
ingesta de agua comienza a reorganizarse a partir de
l1a Sa. semana. B : El and&lisis de densidad espectral
indica la recuperacion del componente circadico
despues del transplante de hipotalamo.

valores de la media para los diferentes grupos se resumen a

continuacién.

TABLA IV. VALOR DE LA DENSIDAD ESPECTRAL ANTES Y DESPUES
DEL TRANSFLANTE DE HIPOTALAMD FETAL AL 111

VENTRICULO.

CONTROL LESION TRANSPLANTE
X 0.35 0.05 & 0.23 XX
DE + 0.07 + 0,02 T & 0,07

¥ P<0O.001 Respecto al control.
X% P¥0.05 Respecto al control.

En la figura 13 se ilustran cortes coronales del tejido
transplantado, donde == aprecian  sus caracterizticas
histoldgicas. Las agrAficas dobles de sujetos en los gque el
transplante indujo recuperacidn del patrén temporal se
ilustran en la figura 14a., El anAlisis de densidad espectral
de algunos segmentos de los datos presentados en la figura

anterior se ilustran en la figura 14b.
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4. EFECTO DEL TRANSPLANTE DE LA CORTEZA DCCIPITAL FETAL AL

11T VENTRICULO.

Estos transplantes indujeron reorganizacién del patrén
temporal de ingestidén de agua en 12 de leos 13 sujetns en los
que se realizaron. En el caso en el gue no se opbservd el
efecto conductual post-transplante., el tejido transplantado
presentsd claros signos de necrosis. Estos consistian en
presencia de macréfagos en el transplante, proliferacién
glial, escasas neuronas y extensas zonas de vacuolizacién en
el transplante. En el estudioc histolégico de 1ps 12 sujetos
en los que se presentd recuperécibn funcional, se cbservé que
el transplante consistia en una masa de tejido localizada en
la luz del III ventriculo, adherida por lo menos a una de sus
paredes laterales. Las células que conformaban el transplante
eran neuronas y glia de apariencia normal.

Desde el punto de vista conductual, el transplante de
corteza occipital fetal indujo reorganizacion del patrén
temporal de ingestidn de agua a partir de la cuarta semana
post—transplante. Dicha reorganizacidn consistio en un
aumento progresivo del porcentaje nocturno de ingestién de
agua. Estos resultados se ilustran en la tabla V. Las
observarciones anteriores se corrohoraron con el andlisis de
varianza y la prueba de T, los cuales demostraron diferencias
estadisticamente significativas a partir de la 5a. semana
post—transplante (F = 13,77 = 5.29;P< 0.05). dichos analisis

no  mostraron diferencias en la ingestidn de agua diurna y 1la
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nocturna en 1los mismps sujetos antes de recibir el

transplante (F = 13.7:7 = 0.963F% 0.08).

TAELA V. PORCIENTOS DE NOCTURMNALIDAD DE INGESTA DE AGUA
ANTES Y DESPUES DEL TRANSFLANTE DE CORTEZA
OCCIFITAL EN SUJETOS CON LESION DEL NSQ.

SEMANAS FOST LESIDN

ta. 2a. 3a, 4a. Sa. Hae

X 58.15 S57.12 57.55 56.81 83,12 48.25

+ DE 7.32 12.74 .6 5.24 8.9 14.24
SEMANAS POST-TRANSFLANTE
ta. 2a. Za. 4a. Sa. ba.
X 54.47 48.68 48.5 60,89 64.28 74.19%
+ DE 1Z.84 .67 8.37 8.6 7.6 132.33

¥ P<0.01 Respecto a la ingestidn de agua diurna.

El ritmo diwrno inducido pér 1los transplantes de
corteza occipital fetal se sincronizd con el ciclo Luz-
Obscuridad. En la mayoria de los casos el inicio del periodo

de mayor ingestidn de agua coincidid con el inicio de 1la
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Figura 15. Cortes coronales de dos transplantes de Corteza fetal
al 1III Ventrfculo. El transplante ocupa una porcidén
de la 1luz del ventriculo (V). En el ejemplo de 1la
izquierda el transplante se fusion8 con el techo y las
paredes laterales del ventrfculo, se puede apreciar
una interfase de células gliales en el lado derecho
del transplante pero no en el lado izquierdo. En el
ejemplo de la derecha el transplante se adhirié a una
pared del ventriculo sin que se observe ninguna
barrera celular entre ambos. Las flechas indican el
limite del transplante. En ambos casos se distinguen
gran cantidad de cuerpos celulares neuronales. No
existen diferencias entre la apariencia de estas
células y las del hipot&lamo adyacente.
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tase de cobscwridad, el fin de este periodo ocurria hacia el
inicio de 1a fase de luz.

En el andlisis de densidad espectral se observd en 1a
sexta semana post-transplante la recuperacidn del componente
circaddico (t = 24.00 hrs.). En forma similar a lo observado
en el casno de los transplantes hipotalamicos, los
transplantes corticales no eliminaban los componentes
wlitradianns que aparecian despues de la lesidén del NSQ. La
intensidad del componente circAdico inducido por los
transplantes fue menor al componente circddico de los sujetos
control, peroc significativamente mayor al residuo de dicho
componente observado en los mismos suijetos antes de recibir
el transplante (tabla V1). Respecto al componente circaddico
inducido por lps transplantes hipotalamicos, =1 inducido por
los transplantes corticales fue ligeramente mayor {(comparense

tablas IV y VD).

TABLA VI. VALOR DE LA DENSIDAD ESPECTRAL ANTES Y DESPUES
DEL TRANSPLANTE DE CORTEZA QCCIPITAL FETAL
AL 111 VENTRICULD.

CONTROL. LESION TRANSFLANTE
X 0.35 0.07 % 0.27 1%
DE + 0.07 + 0.03 + 0,08

¥ P<£0,001 Respecto al control.
% P>0.05 Respecto al control.

En  terminos generales, el transplante de Hipotalamo

fetal y el de Corteza Occipital fetal indujeron efectos
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Figura 16. A: Registros - i 2

recibieron transplante de corteza al III ventriculo.
La éa. semana post-lesidn se grafica en la porcién
superior, las flechas indican el registro a partir de
l1a 3a. csemana post-transplante. Se observa que a
partir de la 4a. semana comienza a reorganizarse el
patrén de ingesta de agua. R: El andlisis de densidad
espectral indica la reaparicién del componente
circadico despues del transpl ante cortical,
manteniendose ademds los componentes ultradianos.

conductuales similares, cuando los suijetos se registrarén en
condiciones de Luz—055curidad.

En la figura 1S se presentan fotografias de cortes
coronales del transplante, donde pueden observarse algunas
caracterizticas de las células que los componen. En la figura
16a se ilustran las graficas dobles de sujetos con
transplante de corteza occipital que presentaron recuperacion
del patrén temporal de ingestidn de agua. La figura 11éb
ilustra el andlisis de densidad espectral de algunas

porciones de los datos presentados.

S. EFECTO DEL TRANSPLANTE DEL HIPOTALAMD FETAL A LA CORTEZA

DCCIPITAL.

Estos transplantes no indujeron cambios en el patrén
temporal de ingestidén de agua establecido despues de 1la
lesién del NSQR. Es decir, lps animales asi transplantados se
mantuvieron arritmicos durante el resto del experimento. En
el estudioc histolégico se observé el tejido transplantado
localizado en la cavidad preparada en la corteza occipital.:

En 4 de los 6 sujetos el transplante se adhirié al borde
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Figura 17. Cortes coronales de tres transplantes (T) de

hipotdlamo fetal a la corteza occipital. Salvo por las
conexiones vasculares el transplante se encontraba
aislado del cerebro receptor (Izquierda arriba
abajo). En algunos casos el transplante se adhiri$ a
la corteza occipital (CX) adyacente (Derecha). En
todos los casos se observan abundantes células que se
organizaron formando un agregado separado de una zona
en la que se observan abundantes fibras. En el ejemplo
inferior de 1la izquierda se observa un notable
crecimiento del colfculo superior (CS).

76



medial de la cortera occipital contigua. En los dos casos
restantes el transplante no establecia contacto con el
cerebro receptor mas gue por via sanguinea. El1  tejido
transplantadn estaba formado por neuronas y células gliales
de apariencia normal.

Conductualmente, despues del transplante no se
ochservaron modificaciones en el porcentaje nocturno de 1la
ingestién de agua. El andlisis de varianza v la prusba de T
no mostraron diferencias significativas entre el porcentaje
de la conducta en la fase diurna y la noctuwrna (F = 1,05; T =
0.B4 3F» 0.05).

El andlisis de densidad espectral demostré la ausencia
del componente circddico en 1a 6a. semana post-transplante.
El valor del residuo de dicho componente no fue
significativamente distinto antes 6 despues de realizado el

( transplante. Dichos datos se resumen en la tabla VII.

TAELA VII. VALDR DE LA DENSIDAD ESFECTRAL ANTES Y DESPUES
DEL  TRANSPLANTE DE  HIFOTALAMO FETAL A LA
CORTEZA OCCIPITAL FETAL.

CONTROL LESION TRANSPLANTE
X 0.35 0,02 % 0.05 %
DE £ 0.07 + 0.01 + 0.03

¥ P<0.001 Respecto al control.
En la figwa 17 se ilustran cortes coronales de
los transplantes, en los gque puede observarse el arreglo de
las células en forma similar a las de la corteza occipital

del. receptor. En 1a figura 1Ba se ilustra la grafica doble
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Figura 18. A: Registros de dos sujetos recibieron

transplantes de hipotdlamo a la corteza. La ba. semana
post—-lesidn se grafica en la porcidn superior, las
flechas indican el registro a partir de la 3a. semana
post—transpl ante. La arritmia circddica en estos
sujetos persistio aun en 1la éa. semana post-
transplante. H: No se observan cambios significativos
en los componentes del rango circddico de la grafica
de densidad espectral, despues de realizado el
transplante.

del registro de un sujeto que recibio estos transplantes., En
la figura 18b se presenta la grafica de densidad espectral

correspondiente a esos datos.
6. EFECTOS DE LA ILUMINACION CONTINUA.

Cuando 1lps animales no lesionados se sometieron al
patrén de iluminacién continua se obzervd que el ciclo de
ingestidn de agua se alargaba , dicho fenédmeno corresponde. al
corrimiento espontaneo de un ritmo circéAdico (free run). Lo
anterior se manifestaba en la grafica doble como un retraso
progresivo en el inicio del periodo de mayor ingestidén de
agua respecto a la hora local, que se repetia en cada ciclo
sucesivo. Harcia la tercera semana en estas condiciones
algunos animales presentaron atenuacidn del ritmo. Esto, se
manifestd en el aumento del porcentaje de ingestidn de agua
durante el dia "subjetivo". En el andlisis de densidad
espectral se observé alargamiento del periode del componente
circddico (t = 24,7 hrs.).

En los sujetos con lesién del NSO no se observaron
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Figura 19, Efecto de l1a luz continua sobre el patron temporal de

ingesta de agua. En 1a porcidn superior se grafican
las & ultimas semanas post-lesion, 1la flecha superior
indica el momento del transplante, la flecha infewrior
indica el cambio de LD a LL. A: Sujeto con transplante
hipotaldmico al III V3 BR: Sujeto con transplante
cortical al  IIT1 Vi C: Sujeto con transplante
hipotaldmico a l1a corteza. Los transplantes colocados
en el 111V inducen recuperacidn del ritmo diuwrno de
ingesta de agua durante LO, el cual desaparece al
colocar a los sujetos en LL. El transplante colocado
en corteza no induce cambios en el patrén de ingesta
de agua inducide por la lesidn.

cambios en el patrén temporal de ingestién de agua como
resultado de la iluminacidén continua. En el andlisis de
densidad espectral se observé que los residuos del componente
circddico desaparecian por completo durante esta fase.

En los sujetos lesionados que recibieron transplante de
hipotdlamo fetal al II1 ventriculo, 1a exposicidén a la luz
continua produjo desorganizacién inmediata del patrén de
ingestidn de agua inducido por el transplante. En el andlisis
de densidad espectral se observé qgue 1los componentes
circddicos desaparecian. El  valor del residuo de dichos
componentes fue igual al valor previo al transplante (X =
0,08 +0.02).

En los cujetos lesionados que recibieron transplante de
corteza occipital fetal al 111 ventriculo, 1la exposicién de
la luz continua produjo desorganizacién inmediata del patron
de ingestién de agua inducido por el transplante. En el
andlisis de densidad espectral se observé que los componentes
circddicos desaparecian. El valor de dicho residuo fue

similar al valor previo al transplante (X = 0.03 + 0.02).
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Figura 20. Graficas del andlisis de densidad espectral de los

sujetos cuyps registros se muestran en la  figura
anterior. Se observa gque en luz continua desaparece el
componente circadico inducido por los transplantes de
hipotalamo (A) o corteza (B) al I11 V. El transplante
de Hipotialamo a la corteza (C) no induce cambios en
el componente circadico.

En aguellos sujetos que recibieron transplante de
hipotalamo fetal en corteza occipital, la iluminacidn
continua no induwjo cambios en la conducta. El  andlisis de
densidad espectral demostré que el residuo del componente
circAdico era similar al observado en las fases anteriores (

X = 0.06 ¢ 0.03). Los datos anteriores se indican en la

tabla VIII.

TABLA VII. VALOR DE LA DENSIDAD ESFECTRAL EN LOS DIFERENTES
' GRUFDS EXPERIMENTALES SOMETIDDS A LUZ CONTINUA.

TRANSPLANTE
CONTROL LESION AL T11 VENTRICULD A LA CORTEZA
HIPOTALAMICO CORTICAL HIPOTALAMICO
X 0.24 0.02 % 0.05 X 0.03 & 0.06 %
DE + 0.03 + 0,01 + 0.02 + 0.02 + 0,03

¥ P<0.,001 Respecto al control.

En la figura 19 se ilustra el efecto de 1a iluminacidn
continua sobre el patrén temporal de ingestién de agua en los
distintos grupos estudiados., La figura 20 ilustra el andlisis
espectral  de algunos segmentos de los resultados presentados

en la figura anterior.
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7. EFECTOS DE LA OEBSCURIDAD CONTINUA.

En los animales no lesionados, aquellos con lesidn del
NSE@ y aquellos gue recibieron transplantes de hipotalamo
fetal en la corteza occipital, el efecto de 1a obscuridad
continua fue bAsicamente el mismo que el de la iluminacién
continua. El periodo de oscilacién en los controles no
lesionados fue mayor que el observado durante el ciclo Luz-
Obscuridad y menor que durante la iluminacidn continua (¢ =
24.5 hrs.). Ademds, en estos sujetos 21 ritmo no se atenud
durante las B semanas en que se mantuvieron en obscuridad, lo
cual contrasta con lo observado en luz continua.

En los sujetos que recibieron transplante de hipotélamu
fetal en el 111 ventriculo, 1la obscuridad continua produjo
cambios en 1la longitud del ciclo de ingestidn de agua
inducido por el transplante. Dicho fendmeno corresponde al
corrimiento espontaneo de un ritmo circAddico. En la grafica
doble 1o anterior se manifesté como un retraso progresivo en
el inicio del periodo de mayor ingestién de agua en cada
ciclo, con respecto a la hora local. En un caso se pbserved
que el inicio de dicho periodo se adelantaba con cada ciclo.
En el andlisis de densidad espectral el cambio en el periodo
del ciclo se observé en el desplazamiento del componente
cifcédico hacia la izquierda de la grdfica (t = 24.3 hrs.),
excepto en el caso mencionado anteriormente en el que el
componente circddico se desplazé a la derefha de la grafica
(t = 23.% hrs.). La intensidad del componente circaddico

disminuyd en relacién al valor observado durante Luz~—
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Figura 21. Efecto de 1la obscuridad continua sobre el patrén

temporal de ingesta de agua.Comentarios a la grafica
igual que en la figura 19, El trangplante de
Hipotalamo al 11 V (A) dinduce en LO un ritmo
circadico, el cual persiste en corrimiento libre
cuando al sujeto se le coloca en obscuridad continua
{(00). Por otra parte, el transplante de corteza al
11TV (B) induce durante LO un ritmo diurno, el cual
desaparece cuando el sujeto se coloca en 00. El
transplante de Hipotdlamo a corteza (C) no induce
cambios en la arritmia circddica inducida por 1a
lesién del NSO,

Obscuridad X = 0.14 + 0.03). 8in embargo, 1la prueba T
demostré diferencias significativas con respecto al valor
observado en luz continua (T = 8,9; F{0.001).

En el caso de los sujetos que recibieron transplante de
corteza occipital fetal al 111 ventriculo, la obscuridad
continua produjo desorganizacién  inmediata del patrén
temporal de ingestién de agua inducido por el transplante. El
andlisis de densidad espectral demostré 1la pérdida del
componente circddico, cuyo residuo tenia valor similar al
previo al transplante y al observado durante la iluminacién
continua (X = 0,03 + 0.01). Lo anterior indica claramente
diferencias en el efecto inducido por transplantes
hipotdlamicos respecto al inducido  por transplantes
corticales, ambos colocados en el II1 ventriculo., Estas
diferencias se manifiestan exclusivamente cuando los sujetos
se registran en obscuridad continua. Los datos anteriores se

resumen en la tabla IX.
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Figura 22. Graficas del analisis de densidad espectral de los

registros que se muestran en la figura anterior. Se
observa que en 00 el componente circaddico se mantiene
en el sujeto con transplante Hipotadlamico al  IIT V
(A), pero no el sujeto con transplante de corteza al
hipptalame (R), a pesar de que en LO ambos sujetos
presentaron un componente circaddico importante. Se
confirma que no aparecen componentes circadicos
despues del transplante de hipotdlamo a la corteza ni
en LO ni en 00,

TABLA IX. VALDR DE LA DENSIDAD ESPECTRAL EN LOS DIFERENTES
GRUPDS EXPERIMENTALES  SOMETIDOS A OESCURIDAD

CONT INUA.
TRANSPLANTE
CONTROL  LESION AL I11 VENTRICULO A LA CORTEZA
HIFOTALAMICO CORTICAL HIPOTALAMICO
X 0.26 0.04 X 0.18 ¥ 0.03 % 0.04 %
DE +0.05 +0,02 40,03 +0.01 +0.03

¥ P{0,001 Respecto al control.
kX P>0.05 Respecto al control.

En la figura 21 se ilustra el efecto de 1a obscuridad
continua en el patrén temporal de ingestién de agua en los
distintos grupos estudiados. La figura 22 ilustra el andlisis
de densidad espectral de algunos segmentos de los resultados
presentados en la figura anterior. Los resultados del

experimento se resumen en la tabla ¥X.
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TARLA X.

RESUMEN DE LOS EFECTOS DE LA ILUMINACION SOEBRE EL PATRON
DE INGESTA DE AGUA INDUCIDO POR TRANSPLANTES DE TEJIDD CEREERAL

CONDICIONES DE ILUMINACIDN

GRUFD
L -0 L -¢ 0-0
Se induce
Se restablece Se pierde corrimiento
TxNSR ritmicidad ritmicidad espontanen del
ritmo
Se restablece Se pierde Se pierde
TxCx
ritmicidad ritmicidad ritmicidad
TANSQ-Cx No induce cambios (persiste arritmicidad por
lesidn).

Abreviaturas:

TNSA = Transplante de NSQ al I1II ventriculo

T«Cx = Transplante de corteza oceipital al 111 ventriculo
TuNSQ-Cx = Transplante de NSQ a la corteza occipital

L - 0= Ciclo luz-obscuridad 12 % 12

L - L = Luz continua

0 - B = Obscuridad continua
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IV. DISCUSION

Estudios previos realizados por nuestro grupo
demostraron que el transplante del hipotdlamo fetal al 11f
ventriculo de ratas con lesidén del NS@ era capaz de inducir
recuperacion del ritmo diurno de ingestidén de agua (Drucker-
Colin y col., 1984). SimultAneamente un grupo japonés
publice observaciones similares referentes al ritmo de
actividad locomotora en ratas (Sawaki y col., 1984). Los
resul tados de este experimento confirman dichas
obhservaciones. Demuestyran ademds que el ritmo en 1la
ingestién de agua inducido por el transplante de hipotdlamo
fetal es un ritmo circddico enddgeno, vya que durante
obscuridad continua el ritmo persiste en corrimiento
espontaneo.

l.a reaparicién del ritmo circAdico de ingestiéon de agua
en los sujetos transplantados podria deberse a alguno de los
siguientes procesos: 1) Lesiones extensas pero incompletas
del NSR3; II) En el caso de lesiones completas de dicho
nuclen, a fendmenos de plasticidad del sistema nervioso del
receptor gue no dependen de la presencia del transplante, 6
I111) en el caso de lesiones completas del NSQ, a influencias
del transplante sobre el receptor. A continuacién se
discutiran estas posibilidades por separado.

I) Lesidén incompleta del NSQ. Recientemente se ha
reportado que lesiones parciales del NSQ interrumpen el ritmo
de ingestidén de agua hasta por 10 semanas después de la

cirugia, Yy que posteriormente es posible obeervar
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reorganizacion espontdnea del ritmo circddico (Frosser vy
Satinoff, 1985). Debido a gue con la tincidn utilizada no es
posible demostirrar fehacientemente la destrucecidn completa del
NSR, no se puede deccartar a priori la posibilidad de
lesiones extensas pero incompletas del NS@. Consideramos sin
embargo, gue en base a la evidencia que se presenta a
continuacién es posible descartar dicha posibilidad. Nuestros
resultados indican gue:

a) Ninguna de las ratas que presentaron interrupcidn
continua del ritmo durante mas de 5 semanas, registradas bajo
el ciclo de luz-obscuridad, y que no recibieron transplantes,
presentd recuperacidn espontanea del ritmo , durante los 6
meses posteriores a la lesidén en que se registréo a los
sujetos.

b) Todos 1los animales  transplantados presentaron
interrupcisén inmediata del ritmo cuando se sometieron a
iluminacién coptinua. En el caso de un ritmo generado en una
porcién del NS@ no lesionada, podria esperarse la atenuacién
gradual del ritmo en forma similar a lo observado en 1los
sujetos no lesionados.

) En 1lps casos en los que no se identificeé el
transplante, 6 en los que se observd con datos evidentes de
necrosis 6 con escasa supervivencia neuronal, se pudo
comprobar que no se presentaba recuperacién del ritmo
circddico , durante los b6 meses posteriores a la lesién en
que se registré a los sujetos.

11) Activacién de procesos de plasticidad del cerebro

del receptor como respuesta a la lesién. Se ha reportado que
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la desorganizacion del ritmo circadico de actividad
locomotora por lesitn del NSB se mantiene por toda la vida
del sujeto, adn cuando la lesién se haya realizado algunos
dias después del nacimiento {(Mosko y Moore, 1978). En
términos generales, el cerebro del recién nacido es capazr de
compensar alteraciones funcionales inducidas por lesiones con
mayor facilidad vy eficiencia que el cerebro de un sujeto
adulto (ver referencias 1 a 7 en Mosko y Moore, 1978). Esto
se explica como el refleio de una mayor plasticidad del
cerebro en desarrollo. Con estos antecedentes, el
experimento de Mosko puede interpretarse como una
demostracién de gque el sistema circddico de la rata no posee
mecanismos de plasticidad que compensen los efectos de 1a
lesién del NSO.

111} Influencias del transplante sobre el cerebro del
receptor. Los datos presentados para descartar la posibilidad
de lesiones incompletas indican, que para que se observe la
recuperacion del ritmo circddico es necesaria la presencia
del transplante de hipotAlamo fetal en el 111 ventriculo del
receptor. Esta conclusién es apoyada, ademds, por las
siguientes observaciones:

a) Persistencia de la arritmicidad en los sujetos con
transplante de hipotAdlamo fetal a la Corteza Occipital.

b) Induccién de un ritmo diurno en los sujetos con
transplante de Corteza Occipital fetal al 1Il1 ventriculo,
diferente del efecto  inducido por el transplante de

HipotAlamo fetal a la misma regién del receptor (Estos
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resultados se discuten con mas detalle posteriormente).

En conclusién, el establecimiento del ritmo circddico en
los sujetos que recibieron el transplante de Hipotdlamo fetal
en el TII ventriculb, puede atribuirse a la presencia del
transplante, y noc a lesiones incompletas o a procesos de
plasticidad del cerebro del receptor.

Con respecto a los efectos del transplante sobre la
conducta de los sujetos transplantados, estos podrian deberse
at i) La presencia misma del transplante, 63 ii)cambios en el
cerebro  del receptor inducidos por el transplante, pero que
una vez establecidos no requieren la presencia de este
ultimo. En el presente estudio, sin embargo, no se realizd
ninguna manipulacién que nos permitiera distinguir entre
estas posibilidades. Esto se lograria retirando el
transplante una vez restablecido el ritmo circddico en los
su jetos lesionados,

Dicho enfoque experimental ha sido empleado en 1la
identificacién del marcapasos circddico en el gorrién. En
esos experimentos se transplantd la glandula pineal a 1a
camara ocular anterior de sujetos arritmicos por
pinealectomia previa. Se ohservéd que algunos dias despues del
transplante el ritmo circddico reaparecia. La posterior
extirpacidon del ojo que contenia el transplante indujo
nuevamente pérdida dicho ritmo (Zimmerman y Menaker, 1975).

En el caso del presente estudio la extracciéon del
transplante es sumamente dificil desde el punto de vista
técnico, sobre todo si se pretenden utilizar técnicas

convencionales como succidn o lesién electrolitica. Una



probable solucién a este problema, seria la induccién de
rechazo al tejido trapsplantado por el sujeto receptor. Este
enfoque a sido usado con éxito para revertir los efectos del
transplante de sustancia nigra fetal, en sujetos con lesién
unilateral de 1la via nigro-estriatal (Freed, 19833 ver
aspectos inmunolégicos de los transplantes cerebrales, pag
3.

Otro enfoque para determinar si el ritmo circadico
observado en los sujetos gue recibieron el transplante de
hipotdlamo en el III ventriculo se origina en el transplante
o en el sujeto receptor, consiste en determinar si dichos
transplantes, ademds de inducir corrimiento espontaneo en
obscuridad contipua, imponen la fase y/6 el periocdo que
presentaba el donador antes del transplante, en el ritmo gue
presenta posteriormente el sujeto receptor. 81 estos
pardmetros correspondieran a los que presentaba el sujeto
receptor antes de presentar arritmicidad por efecto de 1la
lesién, indicaria gque 2] oscilador circAddico se localiza en
el receptor. En este casno el transplante funcionaria
acoplando el oscilador con sus mecanismos efectores.

Este tipo de experimentos se han realizado para
identificar que funcionan como marcapasps circadicos, en‘el
ganglio cerebroide de polillas (Truman y Riddford, 1979;
Truman, 1972) vy 1a mosca de la fruta (Handler y Kropopka,
1979), el 1ébulo dptico de 1a cucaracha (Page, 198B2) y 1la
glandula pineal del gorridn (Zimmerman y Menaker, 1979). El

transplante de las estructuras mencionadas fue capaz de
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restablecer la ritmicidad circddica en sujetos arritmicos
que carecian de la estructura homtloga a la transplantada. En
todos estos casos existian diferencias claras en el periodo 6
la fase del ritmo circadico entre los sujetos donadores y los
receptores. Estas diferencias permitieron establecer que el
ritmo inducido se originaba en el transplante, ya que el
ritmo presentaba las caracterizticas del donador. En el
presente estudio, no se estudio el ritmo circddico de los
donadores, por lo que no es posible determinar si las
caracterizticas del ritmo circddico observado en los sujetos
transplantados corresponden a las del donador o a las del
receptor.

Es importante sefalar gue la realizacién de este tipo de
experimentos en ratas, plantéa algunos problemas, los cuales
se derivan de que el tejido transplantado es de origen fetal.
Hasta la fecha no se han realizado mediciones directas de
ningan ritmo circAdico fetal. 8Sin embargo, se ha reportado
que la captacién de 2-deoxiglucesa (2-DG) por el NSQ@ de fetos
de rata vy monp ardilla, presenta variaciones diurnas que
persisten en condiciones de obscuridad constante (Reppert vy
Schwartz, 1987; 1984a; 1984b). No obstante, no existe acuerdo
sobre si  esta variacidén la origina el sistema circddico
materno o el fetal. Asi pues, para realizar el experimento
gque discrimine entre el ritmo del donador y el del receptor
en ratas, bay que determipar si la medicién del ritmo
circAdico materno refleja en forma confiable el
comportamiento del sistema circéddico fetal. Posteriormente es

necesario determinar si el sistema circddiceo fetal puede ser
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influenciado por estimulpos ambientales. Recientemente se ha
reportado que en el criseto estas condiciones se cumplen. Es
decir, el ritmo maternoc vy el del producto s=se mantienen
sincrenizados  aprosximadamente hasta la edad del destete, vy
ademds es posible sincronizar el sistema circadico fetal a
traves del sistema materno (Davie y BGorski, 1986).

Evidencia indirecta que descarta al sujeto receptor como
generador del ritmo circddico observado, nos la dan los
resultados obtenidos con transplantes de la corteza occipital
al 11 ventriculo (ver mas adelante). Estos sugieren que 1a
induccion del ritmo circddico en los sujetos lesiopados es un
fendémeno especifico del transplante de hipotalamo fetal, vya
que el transplante cortical no restablece un ritmo circaddico
sino un ritmo diurno, el cual sigue en forma pasiva el ciclo
de iluminaciodn ambiental.

En el caso de gue el  oscilador que genera el ritmo
circAdico observado en obscuridad continua en los animales
con transplantes hipotaldmicos se localizara en el tejido
transplantado, la hipétesis de gue el NSO fetal fuese el
oscilador dentro del transplante resulta sumamente atractiva.
A este respecto seria necesario demostrar la presencia del
NSG en los transplantes realizados. En base a las tinciones
empleadas en este estudio, no es posible resolver este punto.
Sin embargo, existen datos en la literatura que nos permiten
suponer la presencia del NSR fetal en el bloque
transplantado. Recientemente se ha demostrado que el

transplante de hipotdlamo fetal anterior colocado en el
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sistema ventricular de 1a rata contiene al NSR (Boer y cnl.,
19855 Wiegand y Bash, 1985). En dichos estudios 1la
identificacidn del MER se realizd en base = lag
caracteristicas de tincidn inmunocitoquimica para la
vasopresina y polipéptido intestinal vaspactive (VIP)
previamente descritos (Dierick y Vandesande, 19793 Card vy
col., 1981). La técnica empleada para realizar 1los
transplantes hipotaldmicos en los trabajos mencionados es
similar &#n todos aspectos a la empleada en nuestros
experimentos, por 1o que 1la presencia del NSR en los
transplantes hipotaldmicos realizados es probable. Por otra
parte, en ningin otro nacleo hipotaldmico se ha reportado la
presencia de un oscilador autosostenido ademds del NSR
(Inouye, 19833 Kurumy y Kawamura, 198%9).

En base a 1o eipuesto anteriormente, se propone gue el
ritmo circAdico que se ocbserva en obscuridad contipua, podria
ser generado por 1 NS presente en el transplante
hipotaldmico, el cual funcionaria como un oscilador enddgeno.

La arritmicidad inducida por la luz continua en los
sujetos con transplantes del NSO, podria ser debida a una
mayor suceptibilidad de las células del transplante a los
efectos de la luz, mediados atraves de la via visual. En
animales intactos se ha observado que la exposicién por
periodos largos de luz continua atenda o interrumpe diversos
ritmos circddicos, sobre todo en roedores nocturnos (Aschoff,
1979; Eastman y Rechtschaffen, 1983%; Honma e Hiroshige,
1978).
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La ausencia de efectos conductuales inducidos por los
transplantes de hipotdlamoc fetal a la corteza ocecipital,
indica que la localizacién del transplante es importante para
la induceidn de los efectos. Esto puede interpretarse como
la necesidad de que el transplante reciba y emita conexiones
con sitios especificos del sistema nervioso del receptor.
El transplante paodria recibir informacién visual atraves de
la corteza occipital del receptor, principalmente acerca de
la iluminacién ambiental. Si este es el caso, se puede
sugerir que las aferencias del sistema visual al
transplante no son suficientes para inducir efectos
conductuales.

El que transplantes corticales fetales al 111 ventriculo
sean capaces de inducir recuperacién del ritmo de ingestién
de agua fue un recsultado inesperado. Esta observacién puede
guplicarse en base a las siguientes posibilidades:

1) El tejido cortical de 17 dias de gestacidn estd poco
diferenciado, por 1o que podria reorganizarse de acuerdo a
las influencias del microambiente que lo rodea. Es necesario
realizar estudios morfométricos detallados para probar esta
hipétesis,

2) El efecto observado con el transplante de la corteza
occipital al III ventriculo podria deberse a un proceso que
no depende de las caracteristicas de citoarquitectura del
tejido transplantado, sino mds bien de sustancias presentes
en el tejido fetal tales como "factores de crecimiento", los
cuales podrian modificar l1a respuesta del tejido receptor a

la lesién producida. Esta posibilidad se basa en 1la
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observacidn reportada por Bjorklund y colaboradores, respecto
a que los transplantes de tejido fetal inducen aumento en la
velocidad de crecimiento de fibras cortadas (Bjorklund vy
Stenevi, 1979) y ademds, sirven como un puente a través del
cual estas fibras pueden reinervar un drgano blanco (Kromer,
Ejorklund y Stenevi, 1980). La lesidn del NSO destruye
también las terminales de las fibras de la via retino-
hipotalAmica descrita por Moore y Lenn (1972) . El
transplante podria actuar induciendo el brote axonal de estas
fibras, las cuales crecerian & inervarian tanto el
transplante como 4areas adyacentes del hipotalamo del
receptor. Seria a través de esta nueva conexién retinp-
hipotaldmica que se induciria la recuperacion.

El que las ratas con transplante de corteza regresaran a
la arritmicidad cuando se colocaban en luz u  obscuridad
continua, indica que dicho tejido no contiene un oscilador
endégeno s 10 cual implica que el efecto observado bajo el
ciclo luz-obscuridad es un fendmeno pasivo inducido por dicho
ciclo sobre el ritmo de ingestién de agua (Enmascaramiento).
Este fenémenn de enmascaramiento parece depender de la
presencia del transplante, vya que no se observa ni en los
sujetns con lesidén que no se transplantaron, ni en agquellos
que recibieron el transplante pero que no se logré localizar
éste en 1a histologia. El fenémeno de enmascaramiento en
sujetos normales consiste en la imposicidn de la fase vy el
periodo de un ciclo ambiental sobre la expresién de cualquier

ritmo circddico. Al cesar la influencia del ciclo ambiental
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sobre el sujeto, el ritmo circddico en estudioc vuelve a
expresar la fase y el periodo que lo caracterizaban antes
ser eupuesto al estimulo enmascarador. Esto indica que dicho
estimulo afecta al sistema circéddico del sujeto a un nivel
distal al oscilador circddico (el cual no es afectado), vy a
nivel proximal  al mecanismo efector. El efecto del
transplante de corteza fetal al 11l ventriculo, puede ser
explicado por un efecto de enmascaramiento del ciclo de 1luz
obscuridad sobre el sistema circddico de 1la rata. Estos
sujetos carecen del oscilador enddgenoc, por 1o qgue al
desaparecer el ciclo ambiental desaparece el ritmo
conductual. Dicho efecto podria estar mediado por la
reconeccién entre 1a retina y el hipotdlamo inducida por el
transplante. 8i este es el caso, dicha via podria ser
demostrada por autorradiografia del transporte axonal
anterégrado de aminoicidos radiocactivoe.

Aungue en un principio se propuso que en la rata intacta
la via retinohipotaldmica proyectaba exclusivamente al NSQ
(Moore vy Lenn, 1972), recientemente se ha descrito una
segunda proyecci 6n hacia el hipotadlamo lateral (Riley y col.,
1981). 8in embargo, 1la mayoria (si no todos) los contactos
sindpticos de esta proyeccidn se observan dentro del tracto
éptico. Debido a 1o anterior, seria posible diferenciar
entre dicha via y una via inducida por los transplantes. La
dependencia del efecto de enmascaramiento a la presencia del
transplante excluye el que otras vias visuales generen el
fenémeno, pero no excluye su participacién.

Como se menciond en la introduccidn es muy poco lo gue
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se sabe acerca del mecanismo de acoplamiento entre el(los)
oscilador{es) vy los sistemas efectores. El ritmo circddico
inducido por los transplantes hipotalamicos N su
sincronizacidn por el ciclo luz—-obscuridad, indican gue de
alguna forma la informacidn de la retina afecta al oscilador
circddico, y que dicho oscilador es capaz de influir sobre el
sistema efector involucrado en el ritmo de ingestién de agua.
For -otra parte, el efecto de enmascaramiento inducido por
transplantes de la corterza implica que de alguna forma la
informacién de la retina afecta el sistema efector del ritmo
de ingestidn de agua. 8i dichos efectos estan mediados
atraves de conexiones anatémicas inducidas por los
transplantes, es factible gue estas sean demostradas por las
técnicas morfolégicas adecuadas. El estudio de estas vias de
acoplamiento nos ayudaria a identificar el sistema efector
involucrado en el ritmo de ingestidén de agua, vy a trazar la
via de salida del oscilador del NSQ. En este respecto es
necesario recalcar que en lops estudios realizados con la
técnica de transplantes cerebrales en sistemas cuyas
correlaciones anatomo-funcionales son mejor comprendidas,
muestran que la reinervacidn del transplante hacia el
receptor sigue patrones especificos. De tal forma gue hay una
alta correlacién en cuanto al Area que inervaria el tejido
transplantado si se dejara "in situ", y 1la que reinerva
cuando es transplantado (Rjorklund y  Stenevi, 1984) .,
Concretamente, estudios inmunocitoquimicos de péptidos

presentes en el NSQ de ratas normales, permitiria demostrar
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fehacientemente: 1) la destruccion completa del NS@ del
receptor; 1ii) La presencia del NS@ en los transplantes de
hipotdlamo fetal, vy; 1iii) los sitios a log cuales proyectan
las celulas del transplante, que contengan los péptidos
estudiados. A partir de este tipo de estudios seria posible
plantear hipdtesis de trabajo adicionales acerca de las

probables vias de salida del oscilador hacia sus efectores.
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V. CONCLUSIDNES

La lesidn bilateral del NEQ en ratas abole
el ritmo de ingestién de agua, durante periodos de
observacidn continua hasta de 6 meses posteriores a la
lesidn.

El transplante del hipotdlamo anterior de fetos de 17
dias al I1II ventriculo de ratas con lesidn del NSQ, es
capaz de inducir un ritmo circadico en la ingestidn
agua.

El oscilador que genera dicho ritmo circaddico es mas
sensible a la influencia desestabilizadora de la luz con
respecto al de los sujetos normales.

El efecto del transplante de hipotdlamo anterior depende
del sitio en que se cologque, vya gque los transplantes
colocados en 1a corteza occipital no inducen
recuperacidn del ritmo de ingestioén.

Es probable que el oscilador que genera el ritmo

circaddico sea el NSR contenido en el blogue transplantado.

El transplante de corteza occipital de fetos de 17 dias
al 11 ventriculo de ratas con lesién del NSQ, es capaz
de inducir up ritmo diurno en la ingestidén de agua, pero
no un ritmo circaddico.

Dicho ritmo depende de influencias del ciclo Luz
obscuridad sobre el sistema circddico de las ratas

lesionadas.
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Dado que en ninguno de lps sujetos con lesién completa
de NSE& ee observé recuperacidn esponténea del ritmo
endoégeno, vy gque los sujetos transplantados . recuperaron
el ritmo enddgeno o la periodicidad diurna, es factible
proponer que dicha lesidn solo afectd al oscilador del
sistema circddico, sin afectar los mecanismos efectores
(de ejecucidn) involucradeos en la ingestidn de agua.
Proponemos gque el estudioc de las conexiones entre el
transplante v el receptor pudieran ser de gran uwtilidad
para conpcer las vias eferentes del sistema y la manera

en que se organizan a partir del transplante.
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