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RESUMEN: Las técnicas de trazadores neuronales
son una poderosa herramienta, cuyo uso se ha gene-
ralizado en los Ultimos afios para el estudio de los
circuitos cerebrales. Mediante su empleo, se puede
conseguir describir en detalle el modo en que estan
conectadas dos o mas zonas cerebrales, y asi, obte-
ner datos precisos acerca de como se procesa en un
area cerebral concreta la informaciéon que se recibe
simultaneamente por varias vias. El reciente desa-
rrollo de protocolos que combinan el uso de varios
trazadores ha supuesto un importante avance. A pe-
sar de ser métodos muy exigentes a nivel técnico,
estos protocolos de combinaciones multiples de
trazadores se han convertido en tecnologia muy avan-
zada en varios laboratorios, y las posibilidades que
tienen para su aplicacién en Neurobiologia son ex-
traordinariamente versatiles.

SUMMARY: Neuroanatomical tract-tracing methods
are powerful tools for the study of brain circuits. The
use of axonal tracers has become very popular during
the past few years. Tract-tracing allows us to study
the way in which two or more brain areas are
connected and can be used to obtain detailed data on
the processing of information within a particular area.
The recent development of protocols combining
several tracers has resulted in an important break-
through. Although technically very demanding, these
multitracer procedures have become state of the art
protocols in several laboratories, rendering a broad
range of possibilities for their application in Neu-
robiology.
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Introduccién

Los métodos de trazado neuronal estdn basados en
el transporte de unas sustancias quimicas denomina-
das trazadores a través del axén de una neurona deter-
minada. Cuando se deposita un trazador en el tejido
cerebral, esta sustancia es captada por la neurona o
por sus prolongaciones y transportada por el axon, ya
sea desde el cuerpo neuronal hacia los terminales
axénicos (transporte anterégrado), o bien a la inversa,
esto es, desde los terminales axénicos hacia el soma
celular (transporte retrégrado). En funcién de la direc-
cion del transporte, los trazadores se clasifican en dos
grandes grupos: trazadores anterégrados y retrogrados.

Las principales vias y circuitos nerviosos del sistema
nervioso central se han venido estudiando desde fina-
les del siglo pasado y principios del presente. Inicial-
mente, mediante el empleo de técnicas basadas en el
método de Golgi y otras impregnaciones argénticas,
asi como mediante técnicas de degeneracién, y maés
tardiamente con la aplicacion de técnicas mas especifi-
cas de trazadores nerviosos. Las técnicas de
autorradiografia fueron los primeros métodos realmente
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Esquema que muestra la convergencia existente a nivel
talémico entre las proyecciones de entrada y salida de los

ganglios basales en la rata.

basados en el transporte axonico y su uso se generali-
z6 en la década de los afos sesenta. En la siguiente
década hizo su aparicién como trazador retrégrado la
peroxidasa de rabanilla (HRP), asi como su variante
conjugada con aglutinina de germen de trigo (HRP-

Esquema que muestra las zonas de inyeccién
correspondientes a los distintos trazadores empleados

en este estudio, PHA-L y BDA son transportados en sentido
anterégrado, con lo que podremos visualizar en el talamo
como llegan los axones pertenecientes a las neuronas del
palido veniral y de la sustancia negra, respectivamente.
FG y CTB son trazadores retragrados, lo que nos permite
identificar en el tadlamo dos subpaoblaciones neuronales

que proyectan a distintas zonas del cuerpo estriado,
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WGA), la cual era transportada también antero-
gradamente, por lo que se le considera un trazador
mixto (anterégrado y retrégrado). Tanto HRP como
HRP-WGA han sido trazadores muy populares y conti-
ntan siendo perfectamente validos hoy en dia. Desde
entonces y hasta la fecha, han sido numerosas las sus-
tancias que se han incorporado al arsenal técnico dis-
ponible. Las ultimas generaciones de trazadores inclu-
yen sustancias como la lectina leucoaglutinina de
Phaseolus vulgaris (PHA-L, trazador anterégrado), sus-
tancias fluorescentes como Fast Blue, Diamidino Yellow,
Propidium lodade y Fluoro-Gold (FB, DY, PI, FG,
trazadores neuronales retrogrados), virus atenuados o
sus fragmentos (herpes virus y virus de la rabia como
trazadores retrogrados), toxinas bacterianas como la
fraccion beta de la toxina colérica (CTB, trazador retré-
grado con cierto componente anterégrado), y finalmente
la gran familia de los dextranos aminos, entre los que
cabe destacar muy especialmente el dextrano amino
biotinilado (BDA), que ha cosechado un gran éxito en
la comunidad cientifica internacional.

Estas sustancias son inyectadas in vivo en el cerebro
del animal experimental, y son detectadas posterior-
mente mediante técnicas histoquimicas o inmuno-
histoquimicas. Como resultado final de estas tinciones
se obtiene un precipitado coloreado que sirve para iden-
tificar a cada trazador individualmente. Hoy en dia es
posible visualizar simultdneamente un total de tres
trazadores nerviosos en una tnica seccion histologica.
En otras palabras, es posible marcar inequivocamente
un total de tres vias nerviosas en tres colores diferentes
(mediante el empleo de tres cromogenos distintos), para
asi poder proceder a su posterior estudio.

De esta manera, las posibilidades que se derivan del
empleo combinado de trazadores neuronales para el
estudio del sistema nervioso central son de gran enver-
gadura. El simple conocimiento de los circuitos cere-
brales asi como de las interacciones que se establecen
entre varias vias nerviosas no consiguen explicar por
completo el funcionamiento cerebral, si bien estos es-
tudios proporcionan datos de capital importancia para
poder profundizar en dicho conocimiento.

Trazadores disponibles

Son varios los requisitos que tiene que cumplir una
determinada sustancia para ser considerada como un
trazador «ddeal. En primer lugar, debe permitir la vi-
sualizacién completa de una neurona o de un grupo
de neuronas, incluyendo las colaterales axénicas lar-
gas, las arborizaciones terminales y sus especializacio-

nes. Segundo, el drea de inyeccién debe ser restringida
y sin difusién. Tercero, el trazador debe ser transporta-
do exclusivamente en una tnica direccion, anterograda
o retrogradamente. Cuarto, no debe de haber capta-
cion por fibras de paso, ya sean éstas fibras intactas o
danadas. Quinto, el transporte debe ser restringido a
una neurona o grupo de neuronas, sin dar lugar al
denominado transporte transindptico. Sexto, la detec-
cién del trazador ha de ser sencilla, implicando un bajo
coste en tiempo y recursos técnicos. Finalmente, es
necesario que el trazador a emplear sea compatible
con otros métodos, bien protocolos de mds de un
trazador o protocolos que combinen uno o varios
trazadores con la deteccién inmunocitoquimica de sus-
tancias neuroactivas. Igualmente debe ser posible rea-
lizar microscopia electronica de las estructuras marca-
das con el trazador neuronal.

No existe actualmente ningtin trazador que cumpla
todas y cada una de las condiciones arriba sefnaladas,
si bien existen cuatro de ellos que se acercan bastante
al concepto de «razador ideal. Estos trazadores son,
por orden de aparicion en la literatura, PHA-L, FG, CTB
y BDA. El trazador PHA-L fue descrito como trazador
anterdgrado a finales de 1984 y desde entonces per-
manece vigente como el tnico trazador que se puede
considerar exclusivamente anterégrado (1,7). En el ca-
pitulo de los inconvenientes relacionados con este
trazador, cabe senalar principalmente la escasa calidad
de los anticuerpos que se utilizan para su revelado, asi
como cierta debilidad en su sefal para microscopia
electronica. Con respecto a FG (5), este trazador fluo-
rescente, exclusivamente retrogrado, tuvo hace unos
afos una espectacular popularidad (acompanado de
un no menos espectacular lanzamiento comercial y
excelentes imagenes obtenidas con su aplicacion) se-
guida de cierto declive derivado de su naturaleza fluo-
rescente, por los problemas inherentes a dicha fluores-
cencia (pérdida de la senal con el tiempo, problemas
de combinaciones con otras técnicas, falta de
microscopia electronica, engorroso proceso de
fotoconversion...). La reciente aparicién de anticuerpos
comerciales frente a FG, vuelven a colocar a este
trazador en primera linea, pues permiten una sencilla
conversion de la senal fluorescente a una sefial de
microscopia Optica convencional (seguida luego de
microscopia electrénica), al tiempo que facilitan enor-
memente su combinacién con otras técnicas. Otro
trazador muy competitivo es CTB (6,8,9), que puede
ser considerado como trazador retrogrado de segunda
eleccion, ya que posee cierto componente anterogrado.

26 REVMED UNIV NAVARRA /VOL. 43, N° 1, 1999, 24-28

17



ARTICULOS DE REVISION

Nuevos trazadores neuronales y su utllizacldn combinada
J. L. Lanciego, E, Mengual, E. Erro, J. M, Giménez-Amaya

Finalmente, el trazador «estrella» en la actualidad es sin
lugar a dudas BDA (10), el cual a pesar de ser un exce-
lente trazador anterégrado, presenta cierto componen-
te retrogrado (que puede ser minimizado con cierta
pericia en su manejo).

Empleo combinado de varios trazadores
Hoy en dia, es técnicamente posible, inyectar en el
cerebro del animal experimental in vivo tanlos
trazadores como deseemos a lo largo de una tinica
sesion quirtirgica. Es igualmente posible con las tecno-
logias actuales, revelar simultaneamente un total de tres
trazadores en una tinica seccion histolégica, de acuer-
do con unos protocolos técnicos disefiados por nues-
tro equipo (2,3,4). Hasta la fecha, algunos laboratorios
dedicados a la Neuroanatomia habian conseguido
visualizar simultdneamente dos proyecciones en una
sola seccion. El empleo combinado de tres trazadores
permite por primera vez el poner de manifiesto tres
proyecciones conjuntamente, siendo por tanto nume-
rosas las ventajas que aporta este procedimiento frente
a aquéllos en los que se evidenciaban sélo una o dos
proyecciones como méximo. Se obtiene asi un eleva-
do caudal de informacién, al tiempo que se consigue
reducir sustancialmente el niimero de animales nece-
sarios para completar un determinado disefio experi-
mental, pues con un menor numero de animales se
obtiene una mayor cantidad de informacion, la cual es
a su vez cualitativamente mas interesante. Las princi-
pales vias del sistema nervioso central se encuentran
ya descritas hoy en dia, por lo que la Neuroanatomia
moderna esta evolucionando hacia el estudio de cémo
se comportan unas vias con respecto a otras. Es por
ello de radical importancia, el intentar visualizar con-
juntamente el mayor niimero posible de proyecciones,
ya que no es sélo importante estudiar cémo es una via
concreta, sino que es mas necesario atin ver como in-
fluyen unas vias sobre otras, estudio que dificilmente
se podria llevar a cabo si no se pudiesen poner de
manifiesto varias proyecciones en una sola seccién.
A modo de ejemplo ilustrativo de lo anteriormente
expuesto, nuestro grupo de investigacion estd intere-
sado en estudiar cial es el papel del tilamo en la orga-
nizacion morfofuncional de los ganglios basales y en

las posibles implicaciones [isiopatologicas de estas es-
tructuras en enfermedades neurodegenerativas, muy
particularmente en la enfermedad de Parkinson. Es
sabido que determinados ntcleos taldmicos poseen
neuronas que proyectan al estriado (nicleo de entrada
de los ganglios basales), al tiempo que son zonas
taldmicas concretas las que reciben la informacion pro-
cedente de nucleos de salida de los ganglios basales.
Estda por ver cémo se relacionan entre si en el talamo
unas y olras proyecciones, esto es, es necesario saber
si las neuronas taldmicas que proyectan al estriado son
0 no las que al mismo tiempo reciben la informacion
procedente de los nticleos de salida de los ganglios
basales. Ademas, en caso de que exista solapamiento
entre las distintas proyecciones, serfa de gran impor-
tancia el conocer si dicho solapamiento afecta o no
por igual a todos los nicleos taldmicos que poseen
neuronas de proyectan al estriado. Adicionalmente, caso
de existir solapamiento en ciertos nicleos taldmicos,
interesaria concocer si dicha convergencia de proyec-
ciones es total o parcial. Finalmente, es de una impor-
tancia crucial el estudiar si los posibles contactos que
se establezcan a nivel taldmico entra las proyecciones
de entrada y salida de los ganglios basales, se realizan
directamente entre un axén que llega al tdlamo sobre
una neurona talamica que a su vez proyecta al estriado
o si se realiza de manera indirecta a través de una
interneurona,

En definitiva, la elevada complejidad de determina-
dos circuitos como los someramente senalados con
anterioridad, requiere del empleo combinado de va-
rios trazadores neuronales, los cuales al ser puestos de
manifiesto simultdneamente, nos permite estudiar el
grado con el que dichas proyecciones interactiian en-
tre si. El reciente diseno de revelados triples con tres
cromogenos diferentes (en tres colores) puede posibi-
litar un mejor conocimiento de la estructura y el fun-
cionamiento de complicados circuitos cerebrales, para
asi comprender mejor la anatomia fina que subyace a
determinadas patologias del sistema nervioso central.
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