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Resumen 

A pesar de que se ha considerado que las células granulares del hipocampo son 

glutamatérgicas, se han acumulado evidencias que sugieren que estas células también son 

capaces de liberar Ácido r- aminobutírico (GABA) sobre sus células blanco de la región 

CAJ. Las células granulares contienen normalmente cantidades mínimas de GAD 

(descarboxilasa del ácido glutámico) y GABA. Además los niveles de GAD67 y de su 

ARNm se incrementan después de diversas manipulaciones que producen hiperexcitación. 

Estos aumentos coinciden con la presencia de respuestas monosinápticas inhibidoras en 

células piramidales e intemeuronas de CAJ ante la estimulación de las células granulares. 

Esto apoya la hipótesis de que las células granulares sintet izan y liberan GABA y g lutamato 

simultáneamente. Sin embargo, en animales jóvenes estas respuestas inhibidoras 

provenientes del giro dentado se presentan en condiciones normales. 

En ambas condiciones en las que se presenta la liberación de GABA de las fibras musgosas 

(durante el desarrollo y después de la inducción de hiperexcitabilidad en el adulto),-se ha 

detectado por medio de la técnica de RT-PCR. la presencia de ARNm que codifica para el 

transportador vesicular de GABA (VGAT) en sinaptosomas de fibras musgosas, y del giro 

dentado. Si bien estos hallazgos han sugerido la existencia y regulación del ARNm del 

VGAT en las células granulares, hasta ahora no ha detectado el ARNm de VGA T en los 

somas de las células granulares usando la técnica de hibridación in sil". 

Otro marcador del fenotipo GABAérgico neuronal. la GAD65 se ha relacionado con la 

síntesis del GABA liberable, sin embargo existe la duda sobre cómo se modula la expresión 

de esta isofonna de la GAD después de generar crisi s convulsivas. Por lo tanto en este 
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trabajo nos propusimos confirmar la existencia del ARNm de VGAT en los somas de las 

células granulares y detenninar la presencia del ARNm de GAD65 en animales epilépticos, 

y la expresión de las proteínas GAD67 y 65 en ratas jóvenes. 

Se utilizó la técnica de RT-PCR in sil" para detectar GAD65 en animales control y 

epilépticos, y los resultados muestran que, al contrario de lo que sucede con la GAD67, las 

crisis convulsivas no producen modificaciones en la expresión del ARNm de GAD65. Por 

otro lado. desarrollamos la técnica que combina la RT-PCR y la hibridación in situ para 

detectar el ARNm de VGAT. Con esta técnica. en rebanadas de hipocampo inicialmente se 

amplifica el mensajero que, posteriormente, puede ser hibridado a una sonda específica. 

Además del incremento en la sensibilidad de la detección del RNA. esta técnica permite la 

localización anatómica precisa de los productos amplificados. Así, confirmamos la 

presencia del ARNm que codifica para VGAT en las células granulares. Concluimos que 

las células granulares expresan todos los marcadores GAB Aérgicos por lo que proponemos 

que, efectivamente, son capaces de sintetizar, vesicular y liberar GABA como respuesta a 

periodos de hiperexcitación. 

Por otro lado, con los experimentos de inmunohistoquímica para las dos iso formas de la 

GAD en animales jóvenes, encontramos que en las terminales de las fibras musgosas se 

expresa la GAD67 y desaparece en los animales adultos. La expresión y desaparición de la 

GAD67 coincide con la transmisión GABAérgica del giro dentado a CAJ, (confirmada con 

registros electrofisiológicos en células piramidales realizados en nuestro grupo de 

investigación). Sin embargo, la inmunorreactividad de la otra isoforms. la GAD65. no 

presenta el mismo patrón anatómico de expresión, ya que no se detecta en fibras musgosas 
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a ninguna edad. Estos resultados sugieren que la expresión del fenotipo GABAérgico en las 

células granulares durante el desarrollo puede tener una acción neurotrófica sobre CA3 , y la 

liberación de GABA en el adulto, que solo se detecta tras periodos de hiperexcitación, 

puede desempeñar una función protectora ante los incrementos de excitabilidad. 
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Capítulo 1 

ANATOMIA DEL HIPOCAMPO 

1.1 introducción. 

El hipocampo es una estructura del sistema límbico que. en conjunto con el giro dentado, el 

subiculum, presubiculum. parasubiculum y la corteza entorrinal constituyen la formación 

hipocampal . 

Se ha demostrado que el hipocampo está relacionado en procesos de aprendizaje y memoria 

(ScoviJle y Milner. 1957), y posee una alta susceptibilidad a presentar actividad 

epileptiforme en comparación con cualquier otra área del cerebro (Green. 1964). 

Según Ramón y Cajal (1911), el hipocampo puede ser dividido en dos grandes regiones. 

que denominó corno región inferior y superior. Posteriormente LaTente de Nó en 1934 lo 

dividió en tres campos designados como CA que significa "cuerno de Ammon" (CA 1, 

CA2 y CAJ). Los campos CAl a 3 abarcan la zona piramidal y el campo CA4, la región 

ocupada por la capa polimórfica del giro dentado, o hilus . 
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Flgur. 1. Fotomicrografia del hipocampo, que muestra la distribución de las regiones y capas celulares. 

OD. giro dentado; cm, capa molecular; cg, capa gr<I1lular; h, hilus (capa polimorfica);FM. fibras 

musgosas; cp, capa piramidal (Tomada y modificada de Ramírez y Gutiérrcz. 200 1) 

1.2 Tipos celulares principales 

Las células principales del giro dentado son las células granu lares y las del hipocampo 

propiamente dicho son las piramidales. Además, existen diferentes tipos de 

intemeuronas intrínsecas de cada región. 

1.3 Células granulares 

El giro dentado está formado por tres capas,: la principal o de células granulares, la capa 

molecular, que se localiza sobre la capa granular y una capa difusa de células 

polimórficas, llamada hilus (Johnston y Amaral. 1998). 
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Las células granulares son pequeñas (aproximadamente 10 ~m de diámetro) y de forma 

esférica. y se encuentran acomodadas en una capa de 4 a 6 células de grosor. Las dendritas 

de las células granulares se extienden perpendicularmente de la capa granular hacia la capa 

molecular donde se reciben las conexiones sinápticas procedentes de la corteza. Los axones 

de las células granulares son llamados fibras musgosas (FM), por la apariencia de sus 

tenninales sinápticas. Estas se originan de la porción basal del cuerpo de la célula, y se 

extienden dentro de la capa polimórfica o hilus (Johnston y Amaral. 1998), donde hacen 

sinapsis sobre células musgosas y otras interneuronas. Finalmente, fonnan un haz de fibras 

que conforman el SIra/11m /lIcidum de CA3 . 

Los axones de las FM tienen tres tipos diferentes de terminales sinápticas con sus blancos 

en el hilus y en el área CA3 : a) botones gigantes de las FM. b) pequeñas terminales en 

"passan''', y c) extensiones filopoidales (Ramón y Cajal 1911; Blackstad y Kjaerheim, 

1961 ; Amaral, 1979; Claiborne y col. 1986; Chicurel y Harris. 1992. Los botones gigantes 

forman sinapsis con las células musgosas hilares y las dendritas proximales de las células 

piramidales de la zona CAJ . Los botones gigantes de las FM miden de 4 a 10 Ilm de 

diámetro y contienen pequeñas vesículas claras de aproximadamente 40 nm y vesículas 

grandes de centro denso. El cuerpo principal del botón cubre una gran espina postsináptica 

llamada excrescencia espinosa, que sobresale de la dendrita proximal de las células hilares 

y de las células piramidales de CA3 (Amaral y Dent, 1981; Acsády y col. , 1998). Cada FM 

hace aproximadamente 140-150 contactos con células del hilus. estas células son 

principalmente intemeuronas inhibidoras. aunque las colaterales de una sola célula granular 

hace aproximadamente 10 sinapsis con células musgosas hilares excitadoras. En el área 
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CAJ, cada FM hace de 11-18 sinapsis con células piramidales y de 40-50 sinapsis por cada 

FM con todos los tipos de intemeuronas que tienen dendritas en el slratllm fucidum 

(Frotscher. 1985; Acsády y col. 1998). Las extensiones filopoidales y las terminales en 

"passant", que se extienden de los botones gigantes de las FM. hacen sinapsis con las 

interneuronas, y son más pequeñas que las asociadas a las células piramidales y no forman 

sitios de liberación múltiples (Cajal, 191 1; Amaral y Dent, 1981; Acsády y col. 1998). Las 

células granulares, además de contener glutamato como neurotransmisor, contienen y 

liberan neuropéptidos. Los botones gigantes de las fibras musgosas cont ienen dinorfina (Me 

Ginty y col 1983), encefalina (Cornmos y Milner. 1996), Colecistoquina CCK (Chandy y 

col. 1995), Neuropéptido Y NPY, (Marksteiner y col. , 1990) Neuroquinina B (Schwarzer y 

Sperk, 1995), ATP- adenosina (Terrian y col. 1989) y zinc (Amaral y Dent, 1981). 

1.4 Células piramidales: 

Los cuerpos celulares de las neuronas piramidales son cónicos, de 20- 40 J.lm en la base y 

de 40-60 J.lm de altura y están arreglados en una capa ordenada de 3 a 6 células de grosor 

llamado slralum piramidale. Estas neuronas tienen árboles dendríticos elaborados que se 

extienden perpendicularmente a la capa celular en ambas direcciones. 

Las dendritas apicales son más largas que las basales y se ext ienden desde el ápice de la 

célula piramidal hacia el centro del hipocampo atravesando tres capas: el slratum lucidum, 

el slratum radiat1lm y el strahim lacuno.mm-moleclllare. Las dendritas reciben diferentes 

tipos de contactos sinápticos en cada una de estas capas. Las dendritas basales se extienden 

desde la base del cuerpo celular hacia el borde del hipocampo y forman el slra/um oriens. 

(O'Keefe y col., 1978). 
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Las dendritas de las neuronas piramidales de CA3 están cubiertas con espinas, donde se 

forman las sinapsis con las fibras musgosas (Johnston y Amaral, 1998). Las células 

piramidales de CA3 son glutamatérgicas y proyectan a la zona CA I por la vía llamada 

colaterales de Schaffer. 

1.5 Interneuronas: 

Aproximadamente el 10% de la población neuronal del hipocampo son intemeuronas 

(Olbrich y Braak, 1985). Estas tienen un axón que carece de espinas y liberan ácido y

aminobutírico (GABA). Recientemente se ha demostrado que las intemeuronas presentan 

una diversidad superior a la que se suponía. (Buckmaster y Soltesz, 1996). 

En el giro dentado, el tipo de intemeuronas más importante son las células en canasta. Estas 

se localizan en la base del giro dentado fonnando una hilera continua. Los axones de estas 

interneuronas ¡nervan a los somas de las células granulares. Se han descrito al menos cinco 

tipos diferentes de células en canasta (Ribak y Seress, 1983). Además, pueden ser aún 

subdivididas con base en la presencia de proteínas de unión a calcio y neuropéptidos 

(Freund y Buzsáki, 1996). 

En la capa molecular del giro dentado se localizan interneuronas que reciben información 

de la vía perforante y que, a su vez, hacen contactos axo-axónicos sobre el segmento inicial 

del axón de las células granulares (Kosaka, 1983; Freund y Buszáki, 1996). Existe también 

una gran variedad de intemeuronas que se localizan en la capa polimórfica y algunas de 
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estas neuronas tienen axones que permanecen en la capa polimórfica, mientras que otras 

inervan a las capas granular y molecular (Freund y Buzsáki, 1996). 

Existe una clase de células intrínsecas excitadoras que se localizan en la capa polimórfica. 

las células musgosas (Amara!, 1978). Estas proyectan a la capa molecular del giro dentado 

en forma ¡psi lateral y contralateral. 

Las intemeuronas del hipocampo que se localizan en la capa piramidal, o cerca de ella, son 

clasificadas en tres grupos con base en sus blancos sinápticos: a) células axo-axónicas, b) 

células en canasta y e) células biestratificadas (Freund y Buzsáki, 1996). Estas células 

hacen sinapsis sobre los segmentos iniciales de las neuronas piramidales y ejercen un fuerte 

control sobre el inicio de los potenciales de acción. Las células en canasta hacen sinapsis 

sobre el soma de las células piramidales. Cada célula en canasta puede establecer múltiples 

contactos sobre una neurona piramidal formando lo que parece como una canasta dentro de 

la cual se encuentra el soma. Finalmente las células biestratificadas hacen contactos 

sinápticos sobre las dendritas basales y apicales de las neuronas piramidales y otras 

interneuronas, aunque existe una pequeña superposición entre sus regiones blanco, debido a 

que las dendritas de los tres tipos de células proyectan dentro del sira/11m radiatum y 

stratum oriens (Buhl y col., 1996: Halasy y col., 1996). Muchas interneuronas 

GABAérgicas contienen y liberan además péptidos neuroactivos como péptido vasoactivo 

intestinal VIP, sornastotatina y Neuropéptido Y (Freund y Buzsáki 1996).Las conexiones 

inhibidoras comúnmente sincronizan a las interneuronas produciendo osci lac iones de varias 

frecuencias, incluyendo teta (5-7 Hz) Y gamma (40 Hz) (Frcund y Buzsáki, 1996). 
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1.6 Circuito trisináptico del hipocampo: 

La organización funcional del hipocampo ha sido tradicionalmente descrita a partir un 

circuito trisináptico. Andersen y colaboradores en 197 1 demostraron que la estimulación de 

la corteza entorrinal genera la activación de una cadena neuronal que incluye a todos los 

tipos celulares principales de la formación hipocampal: células granulares del GD y 

neuronas piramidales de la región CA3 y CA 1, así como intemeuronas. 

La. entrada cortical más importante al hipocampo proviene de las neuronas localizadas en la 

capa Il de la corteza entorrinal, que dan origen a las fibras que forman la vía perforante. 

Esta entra a la formación hipocampal, cruza la fi sura hipocampal y el subiculum y termina 

en la capa molecular del giro dentado y en la región CAl del hipocampo. La siguiente 

sinapsis de este circuito. es la fonnada por las células granulares del giro dentado con las 

células piramidales de la zona CAJ . Los axones de las cé lulas granulares fonnan la 

proyección de las fibras musgosas que at raviesan el hilus hacia la zona CA3, donde hacen 

sinapsis con las dendritas proximales de las células piramidales y con las interneuronas 

intrínsecas. A su vez, las células piramidales de la zona CAJ proyectan sus axones, o 

colaterales de Schaffer, hacia la zona CA 1, donde inervan también a células piramidales e 

interneuronas. Por último, de la región CA I proyectan las conexiones hacia el subiculum y 

a la corteza entorrinal. Figura 2. 
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CE 

Figura 2. Esquema representativo del circuito trisilllilllico básico del hipocampo. La estimu lación de la 

cortC'La entorrinal el'oca la activación de una cadena ncuronal de célu las I)rincipalcs e intcmeuronas. 

CE, Corteza cnlorrinal; VP, Vía pcñorantc, GD. Giro dentado; FM~ Fibras mus~osas; CA) y CA 1, 

Cuerno de Ammo" de la r~ión I y J; CS. Colatcndcs de SchafTcr¡ A. Alvcus. (Tomado y modificado de 

Amaral y Witter. 1995). 

Además de las conexIones sinápticas entre las diferentes reglones de la formación 

hipocampal, existen también interacciones sinápt icas complejas dentro de cada región. 

Estos circuitos locales consisten, por lo menos, de una neurona principal y una célula en 

canasta inhibidora asociada, pero también puede incluir si napsis excitadoras recurrentes. El 

sistema de excitación recurrente está especialmente presente en la región CA3 (Johnston y 

Brown, 1981 ; Miles y Wong, 1986) y está formado por axones colatera les de las neuronas 

piramidales que proyectan hacia sus vecinas. Las neuronas piramidales de la región CAJ 

también reciben una profusa inervación de las interneuronas (Miles y Wong, 1987; Grimth 

y col .. 1986). Estimaciones basadas en registros pareados realizados en rebanadas de 
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cerebro transversales sugieren que cada célula piramidal está inervada por más de 15 

interneuronas inhibidoras (Miles y Wong. 1987). 

El patrón de conexiones aferentes y eferentes de las distintas regiones sugiere que la región 

CAJ es el principal integrador de la formación hipocampal (Swanson y Cowan, 1977). Este 

es el intermediario entre la entrada de información al giro dentado y la salida del 

hipocampo, por lo que ha propuesto que el giro dentado funciona como un filtro limitando 

la transferencia de información de la corteza entorrinal a la capa piramidal del hipocampo 

(Heinernann y col., 1992). 
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Capítulo n. ÁCIDO y- AMINOBUTÍRICO (GABA) 

2.1 Generalidades 

El ácido 1- aminobutírico (GASA) es el neurotransmisor inhibidor más abundante en el 

sistema nervioso central . 

Se considera que el GABA es capaz de actuar como metabolito. factor neurotrófico. y 

neurotransmisor. Este aminoácido, no proteico se encuentra ampliamente distribuido en el 

sistema nervioso central y, fuera de éste, en varios tejidos periféricos especialmente, en Jos 

islotes de las células P pancreáticas (Rorsman y coL , 1989). 

La síntesis de GABA se lleva a cabo por medio de una sola reacción catalizada por la 

enzima descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) utilizando como sustrato al L

glutamato. 

2.2 Isoformas de la GAD 

Se han caracterizado dos iso formas de la enzima GAD que difieren en su peso molecular, 

localización intracelular, interacción con su cofactor fosfato de piridoxal (PU)), así como el 

mecanismo de regulación de su síntesis (Martin y Rinvall, 1993). La primera evidencia 

científica de que existen dos isofonnas de la GAD y de que estás difieren en la interacción 
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con el PLP fue descrita en los años 70, aún antes de que fueran caracterizadas 

molecularmente (Bayon y col. 1977, Tapia y Sandoval. 1971). 

La primera ¡soforma de la GAD, la GAD67, fue obtenida del cerebro del gato y está 

formada por 593 aminoácidos con un peso molecular aproximado de 66,600 (Kaufman, y 

col. 1986; Kobayashi y col 1987.) 

El cADN para la segunda ¡soforma de la GAD, la GAD65, fue obtenido de tejido cerebral 

de rata y humano (Erlander y col. 1991 ; Bu y col. 1992), y está compuesta por 585 

aminoácidos. con un peso molecular aproximado de 65 400 D (Chaog y Gottlieb. 1988). 

Cada uno de los genes de estas dos isofonnas están ampliamente conservados entre los 

vertebrados y muestran más del 95% de identidad entre las secuencias de aminoácidos de 

gato. rata, ratón y humano (Kaufman y col., 1986; Kobayashi y col., 1987; Julien y 

col., 1990; Katarova y col., 1990; Bu y col. ,1992). Sin embargo, las GAD 65 Y 67 difieren 

considerablemente en su secuencia de aminoácidos en una misma especie (con sólo el 65% 

de identidad). 

La localización intracelular de las dos iso formas de la GAD también difiere y se ha 

propuesto que esta compartamentalización puede tener un significado fisiológico. La 

GAD67 se localiza principalmente en los somas celulares y la GAD65 en terminales. 

Aunque las dos isoformas son capaces de sintetizar GABA, la GAD65 parece estar más 

comúnmente asociada con las sinapsis y su ARNm está presente en niveles elevados 

durante periodos de sinaptogénesis activa y durante el desarrollo del estriado y cerebelo 
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(Greif y col. , 199 J) . Los hallazgos que muestran que la GAD65 se encuentra 

predominantemente en las sinapsis han sugerido la hipótesis de que la GAD65 podría estar 

presente en las proyecciones de las neuronas con grandes axones, mientras que la GAD67 

se encuentra principalmente en interneuronas. Con base en esta correlación se ha sugerido 

que las dos isoformas de la GAD poseen papeles distintos en los diferentes tipos de sinapsis 

(Feldblum y col. , 1993 ). Por ejemplo. las neuronas con axones cortos tienden a tener una 

amplia arborización dendrítica y establecen comúnmente sinapsis dendrodendríticas, 

mientras que las neuronas con axones largos están más involucradas en las si napsis 

axosomáticas o axodendríticas. La distribución del ARNm de las dos GAD en el bulbo 

olfatorio, ganglios basales y septum lateral apoyan esta hipótesis. Sin embargo, en el 

hipocampo, donde existe una gran diversidad morfológica de interneuronas GABAérgicas, 

se encuentra el ARNm de las dos ¡soformas y la pérdida de una obvia correlación entre los 

relativos niveles de los ARNm de las dos iso formas y la morfología es inconsistente con la 

hipótesis inicial (Feldblum y col. , 1993). 

Con base en la alta concentración de GABA en los cuerpos neuronales y en las diferencias 

de di stribución intracelular de GAD65 y GAD67, se ha sugerido que la GAD67 podría estar 

más involucrada en la síntesis de GABA para la acti vidad metabólica, mientras que la 

GAD65 está involucrada en la síntesis de GASA utilizado en la transmisión sináptica 

(Martin y Rimvall. 1993). 

La anatomía de las vías GABAérgicas en el sistema nervioso central ha sido dilucidada no 

solo por la inmunotinción a GAD, sino también se ha utilizado inmunohistoquímica para 

GASA y GABA-T (GABAaminotransferasa, enzima que inactiva al GASA). 
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Recientemente se ha descrito un nuevo marcador molecular (VGAT) que confiere un 

fenotipo GABAérgico a la célula. 

Usando los procedimientos inmunohistoquímicos para marcar GAD. GABA Y VGAT, (Me 

Laughlin y col. , 1974; Saita y col.. 1974; Mugaini y Oene!, 1985), se han identificado los 

principales grupos celulares y vías GABAérgicas y se estima que del 10% al 40% de las 

terminales nelViosas de la corteza cerebral , hipocampo y substancia nigra utilizan al GASA 

como neurotransmisor (Fonnum, 1984). 

2.3 Regulación de la síntesis de GABA: 

La síntesis de GABA es un proceso altamente regulado en el cerebro. Diversos estudios con 

sinaptosomas y rebanadas de cerebro, además de mediciones "in vivo", han demostrado que 

la síntesis puede ser estimulada o suprimida por manipulaciones fisiológicas o 

farmacológicas (Chapman y Evans, 1983; Giorgi y Meek 1984; Paul5en y coL. 1988; 

Battaglioli y Martin. 1990; Loscher y col., 1991). 

La localización de la GAD65 en las terminales nerviosas y la gran reserva de apoGAD65 

(forma inactiva de la enzima) sugieren que la GAD65 se especializa en responder a 

cambios a corto plazo que demandan el neurotransmisor. Los niveles de apoGAD y de la 

holoenzima GAD (holoGAD, enzima activa) son controlados por un ciclo de reacciones 

que son reguladas fisiológicamente por concentraciones de ATP y otros poli aniones y por 

fosfato inorgánico. Esto sugiere la posibilidad de que la actividad de la GAD se encuentre 

unida a la actividad neuronal a través del metaboli smo energético (Martin y Rirnvall. 1993). 
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La GAD no se encuentra saturada por el glutamato en sinaptosomas o en rebanadas 

corticales. sin embargo. no existe evidencia de que la síntesis de GABA "in vivo" se regule 

fisiológicamente por la disponibilidad de glutamato (Martin y Rimvall, 1993). 

La modulación de la síntesis de GABA ocurre tanto a corto como a largo plazo. La 

interacción de la GAD con su cofactor PLP es un proceso altamente regulado que juega un 

papel importante en la regulación a corto plazo de la actividad de la GAD (Martin y 

Rimvall, 1993). La regulación de la GAD a largo plazo es compleja y numerosos estudios 

indican que los niveles de la proteína GAD y la expresión de sus genes pueden ser 

regulados de muchas formas, incluyendo mecanismos transcripcionales y 

postranscripcionales (Szabo y col.. 1996). El GABA podría ser capaz de regular la 

expresión de GAD67 a nivel postranscripcional , así como el nivel de proteína GAD67 pero 

no de ARNm (Martin y Rimvall, 1993). Las diferencias en la regulación de las dos 

isoformas de la GAD y en su actividad indican que podrían estar involucradas en procesos 

diferentes de neurotransmisión mediada por GABA (Soghomonian y Martin, 1998). 

2.4 Relación GABA y epilepsia 

La conservación del balance entre la excitación y la inhibición de la actividad neuronal es 

esencial para el mantenimiento de las funciones normales del sistema nervioso central La 

alteración en el balance de excitación-inhibición es uno de los factores que tienen más 

importancia en la etiología de la epilepsia, donde el GAnA tiene un papel central 
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(Schousboe. 1990). La inhibición de la síntesis de GABA así como la administración de 

antagonistas al receptor GABAA producen crisis convulsivas (Tapia, 1975). 

Tanto en la epilepsia del lóbulo temporal como en diversos modelos experimentales de 

epilepsia se han detectado alteraciones en la inhibición mediada por GABA. Existe una 

extensa literatura sobre el papel del GABA en la generación de crisis convulsivas. Por 

ejemplo en humanos, monos y ratas se detectó una disminución de los niveles de GABA, 

así como de la GAD, y también se observa una reducción del número de terminales 

GABAérgicas (Schmidt y col. 1981; Houser y col .. 1986). 

lnhibidores de la degradación de GASA como son el y-vinil-GABA y el ácido 

aminooxiacético bloquean la propagación de crisis convulsivas (Iaradola y Gale. 1980; La 

salle y col .. 1983). Además. antagonistas a los receptores GABA como la picrotoxina y la 

bicuculina inducen crisis (Meldrum. 1984: L1oyd. 1986). Por otro lado. se ha descrito que 

el método de epileptización conocido como kindling genera un incremento y no una 

disminución de GABA. y se ha demostrado un aumento de la inhibición recurrente mediada 

por GASA en las células granulares del giro dentado (Maru. y Goddard. 1987). 

La disminución de la inmunorreactividad a GAD en las intemeuronas del hilus asociada al 

kindling parece ser solo transitoria (Babb et al., 1989). Además, se ha reportado un 

incremento a largo plazo en la actividad de la GAO en diversas áreas cerebrales después de 

la inducción de crisis por la administración intraperitoneal de ácido kaínico (agente 

convulsivante). Los ratones transgénicos deficientes del gen que codifica para la GAD67 
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tienen niveles reducidos de GASA y mueren durante el primer día de vida, al parecer de un 

paro respiratorio (Kash y col.. 1997). En contraste, los ratones deficientes en el gen de la 

GAD65 son viables, y conservan los niveles de GASA y GAD67 normales. pero presentan 

una alta susceptibilidad a presentar crisis y estas son tan severas que ocasionan la muerte 

(Asada y col., 1996). 

2.5 Papel del GABA durante el desarrollo 

Durante el desarrollo embrionario, el GASA aparece antes de la sinaptogénesis de las fibras 

inhibidoras y se ha propuesto que sirve como factor neurotrófico y de, diferenciación 

neuronal (Liptoo y Kater 1989; Meirer el al. 1991 ; Lauder 1993, Katarova 2000). En la 

mitad del tiempo de la gestación de la rata y ratón las fibras GABAérgicas crecen cerca de 

las zonas donde las neuronas están siendo generadas (Lauder y col. 1986; Del Rio y col. 

2000). La expresión espacio-temporal de ciertas subunidades del receptor GABAA coincide 

con la aparición de estas vías GABAérgicas. (Laurie y col. 1992; Ma y Baker 1995). El 

GABA puede ser liberado de las fibras y conos en crecimiento por exocitosis u otros 

mecanismos (Taylor y Gordon, 1991). La presencia concomitante de fibras GABAérgicas, 

mecanismos de liberación de GABA y sus receptores en las primeras etapas de la vida 

embrionaria sugieren que el GABA funciona como un factor trófico durante la 

neurogénesis (Barker y col. 1998). 
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Capitulo ID. 

Transmisión Glutamatérgica y GABAérgica simultánea en la sinapsis formada por las 

células granulares y neuronas en CAl 

El hallazgo de GABA y GAD67 en las células granulares y en las fibras musgosas permitió 

proponer la hipótesis de que estas células podían usar GABA como neurotransmisor. Las 

primeras evidencias e1ectrofisiológicas que apoyan esta hipótesis fueron obtenidas al 

registrar respuestas glutamatérgicas y GABAérgicas simultáneas en las células piramidales 

de la zona CA3 al estimular el GO, después de producir crisis convulsivas generalizadas 

(Gutiérrez. 2000; Gutiérrez y Heinernann, 2001). Normalmente las respuestas sinápticas de 

las células piramidales a la estimulación del GD son bloqueadas por antagonistas a los 

receptores al glutamato, debido a que la respuesta excitadora rápida es monosináptica y las 

respuestas inhibidoras son polisinápticas. Sin embargo después de producir crisis 

convulsivas generalizadas (CCG) in vivo (Gutiérrez, 2000; Gutiérrez y Heinemann. 2001) o 

potenciación a largo plazo por la estimulación a alta frecuencia del GD in vitro (Gutiérrez 

2002), los antagonistas glutamatérgicos bloquean el potencial postsináptico excitador 

(PPSE) evocado en las células piramidales por la estimulación del GD y permanece un 

potencial postsináptico inhibidor rápido (PPSI). que es bloqueado por bicuculina. Este PPSI 

tiene la misma latencia que el PPSE control y no se altera al perfundir un medio 

extracelular con bajo calcio, lo que indica que, a diferencia de los animales sanos. la 

transmisión GABAérgica en este sistema. después de la inducción de hiperexcitabilidad. es 

monosináptica. (Figura 3). 
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Figura 3. Transoúsión GABAérgica y glutamatérgica simultánea en células de la zona CA3 del hipocampo. 

A) Los potenciales excitatorios e inhibitorios son bloqueados por anatgonistas a receptores a glutamato en 

preparaciones control. B) Después de inducir CCG. los antagonistas glutarnatérgicos bloquean en PPSE y 

aístan un PPSI que tiene la misma latencia que el PPSE registrado en situación control (C) (Tomado de 

Gutiérrez,20(0). 

Además se determinó que la presencia de esta respuesta inhibidora es transitoria, ya que si 

este experimento se realiza un mes después de la última crisis convulsiva, esta respuesta no 

se observa. 

Esta hipótesis de coliberación de glutamato y GABA de las fibras musgosas es apoyada por 

otras evidencias acumuladas por medio de diversas aproximaciones experimentales. Se ha 

demostrado que las células granulares glutamatérgicas contienen cantidades apenas 

detectables de GABA y GAD67 (la enzima limitante para su síntesis), en condiciones 

normales (Sandler y Smith, 1991; Sloviter y col.. 1996), pero la estimulación de la vía 

perforante (Sloviter y col., 1996) y la inducción de crisis convulsivas (Lehman y col., 1996; 

Ramírez y Gutiérrez. 2001) producen una sobreexpresión de la enzima. Más aún, después 

de una serie de crisis convulsivas inducidas por ácido kaínico, las células granulares 

también sobreexpresan transitoriamente ARNm para la GAD (Schwarzer y Sperk, 1995). 
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Recientemente, Ramírez y Gutiérrez (2001) observaron con estudios inmunohistoquímicos 

que las células granulares y las FM sobreexpresan GAD 67 de manera dependiente de la 

actividad. Es decir, una crisis convulsiva induce su sobreexpresión en las FM y varias crisis 

convulsivas o la estimulación in vitro del GD durante 3 horas con un protocolo de 

estimulación de alta frecuencia, que no produce actividad epiléptica, inducen su incremento 

en los somas de las células granulares. Así, se demostró que el patrón temporal de la 

expresión de GAD 67 difiere en la capa de células granulares y las FM, dependiendo del 

tiempo que el sistema esté sujeto a hiperexcitación (Ramírez y Gutiérrez, 2001). 

Por otro lado, para que un neurotransmisor pueda ser liberado es necesano que sea 

incorporado a las vesículas en la zona de liberación. Recientemente, Lamas y col. (2001) 

demostraron por primera vez la presencia del ARNm del transportador vesicular para 

GABA (VGAT) en las células granulares, donde el ARNm es expresado también de manera 

dependiente de la actividad en las terminales de las FM y en el GD. 

Sin embargo la coliberación de GABA y glutamato de las FM parece no ser exclusiva de 

preparaciones sometidas a periodos de hiperexcitación. Recientemente se encontró que la 

transmisión de GABA de las FM está normalmente presente en preparaciones de cobayos 

jóvenes, donde se demostró con registros de fijación de voltaje la existencia de potenciales 

GABAérgicos monosinápticos al activar las FM (Walker y col 2001). 
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Capitulo IV 

4.1. JUSTIFICACIÓN 

Como ya se menCIOno, las células granulares del giro dentado normalmente liberan 

glutamato sobre las interneuronas y las células piramidales localizadas en la región CA3 del 

hipocampo. Sin embargo, éstas contienen normalmente cantidades apenas detectables de 

GASA y GAD67 en sus terminales. La presencia de crisis convulsivas o la inducción de 

hiperexcitabilidad in vitro, y la estimuJación del giro dentado produce una sobreexpresión 

de GAD67 y GABAen las células granulares y sus FM . Estos cambios parecen subyacer las 

respuestas sinápticas glutamatérgicas y GABAérgicas simultáneas de corta latencia en las 

células de CA3 evocadas por la estimulación de las células granulares. Esto indica que estas 

células son capaces de liberar glutamato y GABA simultáneamente en respuesta a un 

incremento de excitabilidad. Posteriormente fiJe comprobado que, el ARNm del VGAT 

también se sobreexpresa de manera dependiente de actividad. Estos datos apoyan la idea de 

que las células granulares tienen la maquinaria para la síntesis y liberación de GABA. Sin 

embargo la determinación del ARNm de VGAT en el GD se realizó en homogenizado de 

tejido, por 10 que podría existir un aporte de este ARNm por otros tipos celulares, es por 

esto necesario detenninar la presencia ARNm de VGAT en los somas de las células 

granulares. Además. existe otra interrogante. Los estudios de la regulación de la expresión 

de GAD por la inducción de hiperexcitabilidad han mostrado que la GAD67 es la isoforma 

que sufre modificaciones. 
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Por otro lado. recientemente se ha descrito que la transmisión GABAérgica del giro 

dentado a CA3 se presenta normalmente en animales jóvenes, sin la necesidad de generar 

crisis convulsivas o de sobreestimular el gi ro dentado (Walker y col .. 2001; Gutiérrez y 

col., 2003). Esto sugiere. que posiblemente la transmisión GABAérgica se manifiesta en 

forma dependiente de la edad, es decir. que normalmente se presente en animales en 

desarrollo y que desaparezca en los animales adultos. a menos que se sobreestimule el 

sistema. Por lo que es necesario determinar si los marcadores GABAérgicos también se 

expresan y dejan de hacerlo de la misma manera. Con base en estos antecedentes, 

planteamos las siguientes: 

4.2. HIPÓTESIS 

- Si las células granulares liberan GABA en respuesta al incremento de excitabilidad, y si el 

GABA es sintetizado por la GAD65, entonces se detectará la presencia de ARNm de 

GAD65 en estas células en condiciones basales y posibles modificaciones en su expresión 

de acuerdo con incrementos de excitabilidad. 

- Ya que el transportador vesicular de GASA (VGAT) es indispensable para que este 

aminoácido pueda ser liberado. entonces se detectará. la presencia y expresión del ARNm 

del VGAT en las células granulares. al tiempo que esté presente la transmisión 

GABAérgica inducida de las fibras musgosas sobre CA3 . 

- Si como sucede con las ratas adultas. la aparición de transmisión inhibidora de las células 

granulares sobre CAJ, después de la inducción de hiperexcitabilidad, coincide con un 
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aumento en la inmunorreactividad de GAD67 en las terminales de las fibras musgosas, 

deberemos corroborar la presencia de GAD67 en las terminales de las fibras musgosas de 

animales jóvenes en condiciones control, ya que éstas liberan GAnA sin necesidad de 

inducir un estado de hiperexcitabilidad. 

4.3. Objetivos Generales: 

Caracterizar el efecto que tienen los cambios de excitabilidad del sistema nervioso 

sobre la expresión de ARNm de GAD65 y VGAT en las células granulares del 

hipocampo de rata por medio de la técnica de RT -PCR e hibridación in silu . 

Caracterizar la expresión de las proteínas GAD67 y GAD65 en las tenninales de las 

fibras musgosas de ratas jóvenes, donde se observa liberación GABAérgica, en 

condiciones normales. 

4.4. Objetivos específicos: 

Determinar la expresión de ARNm de GAD65 y VGAT en las células granulares 

de animales control 

Analizar si existen modificaciones en la expresión del ARNm de GAD65 y VGAT 

en las células granulares animales epileptizados por el método de kindling. 
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Analizar la expresión de GAD67 y GAD65 en las tenninales de las fibras musgosas 

de ratas jóvenes y compararla con la de animales adultos. 
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Capítulo V. MATERIAL y MÉTODOS 

Se realizaron experimentos de RT - PCR in situ, hibridación in situ y de la combinación de 

estos dos métodos en el hipocampo de ratas Wistar. Se utilizaron ratas macho de 250 a 

300g de peso, mantenidas en condiciones controladas de temperatura y luz, con agua y 

alimento sin restricción. Se contrastó la expresión de ARNm de GAD65 y VGAT en las 

células granulares del giro dentado de ratas control y de ratas epileptizadas por el método 

de "kindling". 

5.1 Procedimiento para el método de epileptización, kindling 

El método de epileptización conocido como "kindling", palabra que significa 

encendimiento, es un modelo de epilepsia experimental que consiste en la estimulación 

eléctrica o química iterativa del sistema límbico que genera conductas epileptiformes 

progresivas que culminan en crisis convulsivas generalizadas. El estado epiléptico generado 

es permanente e implica diversos cambios funcionales y morfológicos (Goddard y col., 

1969; Racine, 1972; 1978; Babb y col.,1991 ; Isokawa, y col.. 1993; Represa y col., 1993; 

Cavazos y Sutula. 1990; Qiao y Noebels, 1993). 
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5.2. Preparación quirúrgica 

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (70 mglkg) y con la ayuda de un aparato 

estereotáxico (Kopt) se implantó un electrodo bipolar de acero inoxidable en el núcleo 

basolateral de la amígdala izquierda del lóbulo temporal (coordenadas AP 2.5; L 5; H 8.5; 

atlas de Paxinos y Watson, 1996). El electrodo se fijó al cráneo con acrílico dental. Después 

de la cirugía, las ratas se sometieron a un periodo de recuperación de una semana con 

administración de antibióticos (formizina 0.1 mi 100001, ¡.p. Y terramicina 20 rng/kg v.o.) 

para evitar infecciones. 

5.3. Protocolo de estimula ció n eléctrica 

Transcurrido el periodo postoperatorio. se fijó el umbral de estimulación eléctrica que se 

define como la intensidad mínima de estimulación que puede provocar una postdescarga 

electroencefalográfica en la estructura cerebral estimulada y cambios conductuales 

observables que pueden ser: inmovilidad o cierre del ojo ipsilateral (guiño) . A partir del día 

siguiente, los animales se estimularon diariamente con la intensidad umbral determinada 

para cada uno (ca 500 ~A) con un tren de pulsos rectangulares de 1 ms de duración durante 

un segundo a 60 Hz. Los cambios conductuales producidos por la estimulación diaria, a lo 

largo del proceso. se evaluaron según la escala conductual descrita por Racine (1972). Los 

animales epileptizados por el método de kindling fueron estimulados hasta obtener 5 crisis 

convulsivas generalizadas (CCG). 
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5.4. Grupos uperimentales: 

Para su estudio los animales fueron separados de la siguiente forma: 

1) Grupo control~L 4 ratas que no fueron implantadas y que no recibieron ningún 

tratamiento. 

2) Grupo kindling-Il: 4 ratas que se implantaron con un electrodo en amígdala izquierda y 

que se estimularon hasta generar cinco crisis generalizadas. Los animales se procesaron 24 

horas después de la última crisis. 

5.5. Diseño de los oligonucleótidos 

Usamos los oligonuc1eótidos específicos para GAD6S. reportados por Ruano y col. (2000), 

y cuya secuencias son S'CCTTTCCTGGTGAGTGCCACAGCTGGAACC3 ' y 

S'TTTGAGAGGCGGCTCATTCTCTCTTCATTG) ' . Para el transportador vesicular de 

GASA (VGAT) usamos los oligonucleótidos sentido y antisentido reportados por Mclntire 

y col. (1997) S'ATTCAGGGCATGTTCGTGCT3' Y 5'ATGTGTGTCCAGTTCATCAT3 ' . 

5.6. Preparación del tejido para la detección del ARNm 

Los animales fueron anestesiados con una dosis de pentobarbital sódico (Anestesal 50 

rnglk:g i.p.) y se decapitaron rápidamente. Los cerebros fueron extraidos e incluidos en 

medio para ser conados (Tisssue freezing medium Jung Leica) en un criostato (Leica 
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1850). Se obtuvieron cortes de 10 Jlm de grosor que fueron adheridos sobre portaobjetos 

impregnados con el adhesivo "superfrost" (VWR 48311-703 J. 

5.7 RT· PCR in silu 

Los cortes se lavaron por 10 minutos con PBS a 4 <le y se fijaron con paraformaldehido al 

4% en buffer de fosfatos durante 30 minutos. Se lavaron nuevamente 2 veces por 10 

minutos para eliminar el exceso de paraformaldehido (Sigma). Posteriormente se realizó un 

tratamiento con detergente Triton X-IDO (Sigma) 0.25% en PBS durante 30 minutos para 

permeabilizar la membrana y para eliminar las proteinas adheridas al ADN . Se incubó a 

37°C durante toda la noche con la misma solución en presencia de DNAsa (Roche) para 

hacer una digestión y destruir todo el ADN. Además. esta solución contenía un inhibidor de 

RNAsa (lnvitrogen) para evitar que las RNAsas se activaran y destruyeran el RNA de 

nuestro interés. Un corte, en cada experimenLO, no fue incubado en ONAsa y fue tomado 

como control positivo. Al día siguiente se ¡nactivó la DNAsa con una solución de EGTA 

(20mM en IDO) durante 10 minutos, después en PBS con glicina 3% por dos minutos y por 

ultimo en PBS solo durante 2 minutos. 

El siguiente paso fue la reacción RT-PCR. Los cortes de tejido fueron cubiertos con 501J.1 

de la solución siguiente: 

H,O 23 ¡d, Buffer 5X EZ (Perkin Elmer) 10 ~I , DNTPs: dGTP 1.5 ~I, dA TP 1.5 ¡¡l, dCTP 

1.5 ¡¡l, dTTP 1.5 ~I (200¡lM cada uno) dUTP- acoplado a digoxigenina (200~M), RTth 

(perkin Elmer),5 unidades 2 ~I , Mn(Oac) 2.5 ~I (25 ~M), Oligol (0.45~M), Oligo 2 
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(0451lM). 

Un corte por cada experimento fue incubado en ausencia de los oligonucJeótidos 

específicos (control negativo). Posteriormente fueron cubiertos con cubreobjetos y se 

sellaron con aceite mineral. Las laminillas se pasaron al termociclador PCR Express 

Thermal cyc1er HYBAID para hacer la amplificación. Las secuencias de ADNc para 

VGAT fueron amplificadas con 30 ciclos. 

Posteriormente los cubreobjetos fueron retirados de las laminillas con xilol y los cortes se 

rehidrataron gradualmente con alcohol a diversas concentraciones: 100% durante 10 min y 

dos minutos en cada uno de las siguientes diluciones 96%. 80%, 70%. 50% 30%. agua y 

PBS. Una vez rehidratados, se incubaron durante 60 minutos en suero de cabra 5%, aSA 

1% Y Tritan X-lOO 0.3% a temperatura ambiente para evitar el pegado inespecífico del 

anticuerpo. Después de un lavado con PBS, se incubaron los cortes con el anticuerpo para 

digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina, durante toda la noche a temperatura ambiente 

(l : 100 en PBS; Roche) y suero total de cabra (3%). Después de lavar 2 veces durante 10 

minutos con PBS se llevó a cabo la reacción de revelado. Esta se realizó mediante la 

incubación del tejido por 20 minutos en 400111 de NBT y BClP (Roche: una pastilla disuelta 

en 10 mi de agua, concentración de NBT 0.4 mglml y BCIP 0.19 mglml) . 
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s.s. USO COMBINADO DE RT- PCR E HIBRIDACIÓN IN SITU 

La técnica de RT-PCR in silU permite la localización anatómica de secuencias específicas 

de ácidos nucleicos. Debido a su alta sensibilidad permite detectar cantidades mínimas de 

ARNm conservando la arquitectura histológica de la preparación analizada (Nauvo 1997, 

Muro -Cacho, 1997) ya que unas cuantas copias de ARNm presentes en la célula pueden 

amplificarse hasta obtener la señal deseada. Esta técnica, usada en combinación con la 

hibridación in si/u, presenta grandes ventajas y ha demostrado ser eficaz para la 

caracterización de la expresión génica. ya que conjunta las ventajas de ambas técnicas. Así, 

inicialmente puede amplificarse el ADNc de interés que normalmente está presente en muy 

baja concentración, y posteriormente puede detectarse por medio de la hibridación in silU 

que es menos sensible si se utiliza sola Con base en 10 anterior, cuando se procesaron las 

muestras con ambas técnicas, primero se realizó la amplificación y posteriormente se 

hibridó con la sonda marcada con digoxigenina, que a su vez fue detectada por medio de la 

reacción enzimática, que se describe con detalle a cont inuación. 

5.9. Hibridación in situ 

Preparación y síntesis de las sondas para VGA T. 

Se diseñó una sonda de RNA marcada con digoxigenina. El vector que se utilizó fue el 

pcDNAJ (vector comercial proporcionado por la Dra. Claudia Treviño del lBT-UNAM) al 

cual se le insertó el segmento de VGAT extraído por PCR. Los oligonucleótidos de VGAT 

que se utilizaron para la reacción de PCR son altamente específicos (Lamas y col., 2001). 

Estos reconocen específicamente el ADNc y no el ADN genómico, debido a que la 

secuencia del oligonucleótido para VGAT se localiza entre dos exones. La secuencia que 

se obtuvo por PCR al amplificar con 30 ciclos usando los oligonucJeótidos anteriores se 
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purificó y se cortó con las enzimas de restricción adecuadas (información obtenida del 

banco de datos) que permitieron insertar el segmento elegido y del tamaño deseado de 

VGAT en el plásmido. Se comprobó que efectivamente se incorporaran los segmentos de 

95 pb Y 397 pb de VGAT al correr una muestra digerida con enzimas de restricción en un 

gel de agarosa y posteriormente se linearizó el plasmido pcDNA3 que fue usado como 

molde para la reacción de transcripción y marcaje de la sonda. La construcción se muestra 

en la figura 4. 

T7 Sp6 .- pcDNA3 

NotI SmaI EcoRI 
223 ,693~ ,blunt~ 620 0090) VGAT ----\. J 

Y 

EcoRV/SmaI NotI Sp6 
EcoRI NotI 

Sp6 

T~I "'VGAT 1.- T7_
1 

... VGAT 1.-
95 397 bp 

pvgat95 pvgat400 

Figura 4. Esquema donde se muestra el sitio inserción de los dos segmentos 95 y 397 pb de VGAT en el 

vector pcDNA3 indicando los cortes y las enzimas de restricción . 
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S. 10 Síntesis y marcaje de la sonda. 

Una vez que se realizó la linearización del plásmido, éste se almacenó a -20°C hasta el 

marcaje y síntesis de la sonda, que se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante 

(DIG RNA labeling Mix, Roche 1277 073). Este contiene todos los elementos necesarios 

para la transcripción de los segmentos de VGA T de 95 y 397 pb. Debido a que se utilizan 

dos polimerasas diferentes (SP6 y T7), Y como estas enzimas sintetizan secuencias en 

sentidos opuestos. se obtienen dos secuencias: sentido y antisentido, La secuencia 

antisentido de la sonda marcada es complementaria al ARNm de las célu las. La secuencia 

sentido es utilizada como control negativo. Una vez realizada la extracción del RNA. la 

concentración de la sonda marcada se determinó por medio de un espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 260 nm. 

Se ajustaron diluciones de sonda marcada de VGAT a una concentración de 0.44 ngl, .. d para 

realizar la hibridación in silu . 

5.11. Hibridación in silu 

AJ igual que en la técnica de RT -PCR se obtuvieron cortes de JO IJ,m de grosor de cerebros 

de ratas control, que fueron adheridos sobre las lamini ll as impregnadas con el adhesivo 

superfrost plus (VWR) . Los cortes se lavaron por 10 minutos con PBS a 4 oC y se fijaron 

con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos durante 30 minutos a 4°C en un 

contenedor con hielo. Se lavaron nuevamente 2 veces por 10 minutos para eliminar el 

exceso de parafonnaldehido. Posteriormente se lavaron en PBS-Tritonl Buffer de 

hibridación 1: 1 durante 10 minutos. Después las laminillas se incubaron con el buffer de 

hibridación (50% de formamida/ 50% de SSC 2XJ SOOlJ,glml de ADN proveniente de 

esperma de salmón/ 10% de Tween-20) durante I hora a SO°e. 



35 

Posteriormente, a 200~1 de buffer de hibridación se le agregó 50 ng de la sonda marcada 

para VGA T. (Esta solución se desnaturalizó elevando la temperatura hasta gOoe durante 5 

minutos y se colocó en hielo hasta su uso) . Las laminillas se incubaron durante toda la 

noche a 55°C en una cámara húmeda y los cortes fueron cubiertos con Hybri-slips (Sigma) 

para evitar la evaporación de la solución de hibridación. Los Hybri-slips fueron retirados 

con buffer SCC 1x y los cortes se lavaron con SSC O. lx durante 30 minutos, dos veces, y 

con PBS 0.1 M durante 10 minutos. Para bloquear el pegado inespecífico del anticuerpo, 

los cortes se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente en una so lución de suero 

de cabra 5%/ BSA 1% y triton X-IDO 0.3% en PBS . Después de un lavado en PBS. se 

realizaron los mismos pasos para revelar la reacción de RT- PCR in si/u (descrita en 

párrafos anteriores). La concentración del anticuerpo para digoxigenina fue de 1:800. 

S. 12. Análisis: 

Los cortes se analizaron con un microscopio invertido (Axiovert- IOO Zeiss). La marca 

densa. producto de la reacción enzimática se destaca sobre el fondo claro. Los resultados se 

ilustran con fotomicrografias en blanco y negro obtenidas a diversos aumentos con una 

cá.mara fotográ.fica digital Sony Cyber Shot DSC-S75. 



36 

5.13.lnmunonuorescencia para GAD67 

Se utilizaron 3 ratas Wistar de I S días de edad y 3 de ratas de 2 meses de edad. Los 

animales fueron anestesiados con pentobarbital y perfundidos vía intracardíaca con 

paraformaldehido al 4% en PB pH 7.4. Posteriormente se extrajo el cerebro y se colocó en 

una solución de sacarosa al 30% en PBS durante 24 horas. Una vez equilibrado el cerebro 

se cortó coronalmente en un criostato (LEICA, CM 1850) Y las rebanadas de 30~m de 

grosor se colectaron en PBS. La inmunohistoquímica se realizo por libre flotación. Los 

cortes fueron lavados con PBS pH 7.4 e incubados en la solución para bloquear el pegado 

inespecífico (10% de suero normal/ t% de gelatina 0.3% de tween20 en PBS) durante 2 

horas a temperatura ambiente. Después se incubaron con el anticuerpo primario antiGAD67 

(Chemicon AB5992) 1: 1000 y suero normal de caballo 5% en PBS durante 36 horas a 4°C. 

Posteriormente fueron lavados 4 veces durante 10 minutos para eliminar el exceso de 

anticuerpo. Después se incubaron en el anticuerpo secundario anti-conejo (Vector FI-1000 

acoplado a FlTC) 1:400 durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este 

tiempo se lavaron 4 veces por 10 minutos. Por último se montaron los cortes con 

Vectashield (Vector H-IOOO) y se colocó un cubreobjetos. El análisis se reali zó en un 

microscopio confocal BioRad MRC 600. 
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5.14. lnmunohistoguímica para GAD65 

Se lavaron los cortes de 30 J...l de grosor durante 15 minutos en PBS. posteriormente se 

incubaron en una solución de 0.3%, de H20 2 en PBS para bloquear la actividad de la 

peroxidasa endógena durante 10 minutos. Se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBS y 

después se incubaron en la solución de bloqueo (10% de suero normal de caballo, 1% de 

gelatina y 0.3 % de triton x- 100). Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo 

monodana! a una dilución 1: 100 (Boehringer Mannheim) en PBS y 5% de suero, durante 

36 horas a 4°C con agitación constante. Se lavaron los cortes 4 veces durante 10 minutos 

y después se incubaron con el segundo anticuerpo anti mouse IgG biotinilado (Jackson 

Inmuno Res) en una dilución 1:200. Los cortes se lavaron 4 veces por 10 minutos y se 

procesaron con el Kit ABe (Vectastain, Vector, Labs.) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Los cortes se lavaron 4 veces por 10 minutos y se reveló. Los cortes se 

incubaron por 10 minutos en la solución de revelado diaminobenzidina (DAB Sigma) 10 

mg I 2S mi PBS 10 mM Y sulfato de niquel (30%) La reacción enzimática se detuvo con 

agua destilada. Finalmente, los cortes se montaron sobre los portaobjetos y se cubrieron con 

resina entellan (Merck). Las preparaciones se analizaron con un microscopio invertido 

(Axiovert-lOO Zeiss). La marca densa producto de la reacción enzimática se destaca sobre 

el fondo claro. 
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Capítulo VI. RESULTADOS 

6.1. RT-PCR in silu 

6.1.2. Experimentos Control 

Con este tipo de experimentos es necesario incluir diversos contToles que garanticen la 

especificidad de la técnica, debido a que pueden sufrir contaminación por diversas 

fuentes. En este apartado se describen los diversos controles realizados. 

6.1.2 Controles negativos 

Para cada experimento se procesó en paralelo un corte que sirvió como control negativo 

para determinar que la marca obtenida fuera específica para los oligonucleótidos usados. 

Estos experimentos control se realizaron para cada par de oligonucleótidos y en ellos la 

reacción de RT-PCR se llevó a cabo sin la inclusión de los oligonuc1eótidos. Esto 

impide que la ADN polimerasa sintetice el producto, por lo que no se obtiene señal en el 

tejido. Lo anterior se observa en la figura 5. 

Figura 5. Control negativo sin oligonucleótidos. Fotomicrografia de un corte coronal de hipocampo 
mostrando el giro dentado (00) e hilus (H), procesado para RT-PCR in situ cn ausencia de 
oligonucleótidos. Nótese la ausencia de tinción. Barra 25}.1m. 

En el siguiente tipo de experimento control, la incubación se realizó sin la adición del 

anticuerpo (antidigoxigenina), por lo que hay ausencia de marca en las células y solo se 

• 
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observa una señal de fondo, intrínseca de la técnica. Esto se realizó en 4 cortes, uno para 

cada par oligonucleótidos. Esto se muestra en la figura 6. 

Figura 6. Control negativo sin anticuerpo. F()(omicrografia de un corte coronal de hi pocampo de rata, 
procesado para RT·PCR in situ en ausencia de anli-digoxigcni na. Nótese la ausencia de marca. Se 
muestra el giro dentado (GD) e hilus (H) Barra 2511m. 

6.1 .3. Controles Positivos 

Una forma de confirmar que se produce la incorporación de nucleótido marcado al 

AON es incubar un corte en ausencia de DNAsa. En los cortes incubados en ausencia de 

DNAsa todas las células presentan marca debido a que los diversos mecamsmos 

involucrados en la reparación de AON endógeno están intactos y además los 

oligonucle6tidos pueden amplificar la señal de ADN presente en la célub . Esto se 

observa en la figura 7, en este experimento en el que se utilizaron oligonucleóridos 

específicos para GAD 65. 
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Figura 7. Control positivo en ausencia de DNAsa. Fo!omicrografia de un corte de hipocampo de rata 
procesarlo para RT-PCR usando oligonucleótidos específicos para GAD65, pero en ausencia de DNAsa. 
Se muestra una sección del giro dentado (GD) e hilus (H) donde se observa la marca del DNA genómico 
en todas las células. Barra 251!m . 

En estas mismas condiciones, pero agregando oligonucle6tidos específicos para VGAT, 

se observa el mismo patrón de tinción. La presencia de marca en todas las células indica 

que el procedimiento de permeabilización celular se realizó correctamente y los 

reactivos necesarios para la amplificación y marcaje del ADN pudieron acceder 

correctamente al interior celular. Figura 8. 
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Figura 8. Control positivo en ausencia de DNAsa. Fotomicrografia de hipocampo de rata procesado para 
RT -PCR en ausencia de ONAsa usando oligonucle6tidos específicos para VGA T. Nótese una sei'lal 
intensa en todos los núcleos celulares. Barra 25~m . 



41 

6.2. Grupos experimentales 

6.2.1. Grupo Control 

En los cortes incubados en presencia de DNAsa, debe observarse una señal especifica 

que indica la expresión del ARN en estudio. En este caso, el ADN es destruido y solo se 

conserva el ARNm que por transcripción reversa, se convierte en el ADNc que sí es 

amplificado y que por lo tanto puede ser detectado. En estas condiciones, usando 

oligonucleótidos para GAO 65, se observó una señal positiva en células de la corteza 

(tejido usado como control debido a que existen poblaciones GABAérgicas). Se 

procesaron 8 cortes y se observa consistencia en la marca. Figura 9 . 
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Figura 9. Control positivo para ARNm para GAD65 en la corteza frontal . Fotomicrografia de una zona de 
la corteza frontal procesada para RT·PCR in situ. Nótese marea en intemeuronas GABAérgicas donde se 
localiza el ARNm para GAD 65. Barra 251lm. 

También, bajo las mismas condiciones, y usando oligonucleótidos para GAD 65, se 

observó una señal positiva en las células granulares, identificadas así por su forma, casi 

esférica, el tamaño de su núcleo y su localización, y en algunas intemeuronas. que 

presentan un mayor tamaño celular y se localizan en el hi lus. Se procesaron 4 

cortes.(Figura 10). 
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Figura 10. FOlomicrografia de una región del giro dentado (GD) de una rata control procesado para RT· 

PCR in siru con o]igonucleótidos para la GAD 65, con 30 ciclos de amplificación. La señal especifica en 

las células granulares y algunas intemeuronas muestran que contienen el RNAm de GAD65. Barra 251lm. 

La localización de ARNm es principalmente citoplásmica y, en contraste cuando la RT-

PCR se realiza en ausencia de DNAsa, la señal se observa principalmente en el núcleo. 

Este, es un criterio que confinna la especificidad de la técnica (figura 11). 

Figura 11 . FOlomicrografias del giro dentado procesadas para RT-PCR in situ usando oligonuc1eótidos 
para GAD65 sin DNAsa (en A) y con DNAsa (en B). En A, se observa la marca en toda la célul a, 
principalmente en el núcleo. E.n B, que corresponde a una preparación incubada en presencia de DNAsa, 
la marca se restringe al eiloplasma . ESlo indica la reacción exclusivamente con RNAm. Barra 25¡Jm. 

Los experimentos para la detección de ARNm de VGAT se realizaron inicialmente con 

20 ciclos de amplificación pero la señal no fue detectada posiblemente debido a que este 

ARNm es escasamente expresado en las células granulares. Sin embargo, al aumentar el 
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número de ciclos a 30 (se procesaron 8 cortes) se pudo detectar la marca en algunas 

células granulares e intemeuronas. (figura 12). 

Figura 12. FOlomicrografla de una región del giro dentado de rala control procesado para RT-PCR in situ 
con ol igonuclcÓlidos para VGAT. La reacción de PCR se llevó a cabo con 30 ciclos. Puede observarse 
que algunas células granulares e intemeuronas contienen RNAm de VGAT. Barra 2S}.Irn . 

En la corteza también se observan células GABAérgicas marcadas cuando se reali za la 

RT-PCR in situ usando oligonucJeótidos específicos para VGAT. Figura 13. 

Figura 13 Fotomicrografia. de una región de la corteza ffonta l procesado para RT-PCR in situ con 
oligonucte6tidO$ para VGAT. Nótese que las inlemeuronas contienen RNA m de VGAT. Barra 2Sllm. 
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6.3. RT -PCR in situ 

6.3.1.Grupo Experimental ratas con crisis convulsivas (kindling) 

Se procesaron simultáneamente ratas que presentaron al mcnos 5 crisis convulsivas y 

ratas control ( 4 cortes de cada condición observandose consistencia en los resultados). 

Cuando se realizó la RT-PCR usando los oligonucleótidos de GAD65 se observó marca 

en las células granulares (células esfencas loca lizadas en la capa del giro dentado) y en 

intemeuronas, (figura 14). En la figura 15 se muestra una figura compuesta de las dos 

condiciones y no observó una diferencia de expresión de GAD65 entre el grupo control 

y los animales epilépticos. Esto concuerda con lo que ha sido previamente reportado 

usando la técnica de hibridación in situ . 

Figura 14. Fotomicrografia de una zona del giro dentado (GD) e hilus (H), de un corte proven iente de 
una rata epiléptica, procesado para RT-PCR in situ con oligonudeótidos para GA D 65 . La marca en las 
células granulares e intemeuronas muestra que ambos tipos celulares contienen RNA para GAD65 . Barra 
251lm. 
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Figura 15. Comparación de la expresión de RNAm de GAO 65 en el giro dentado (GO) de una rata 
control (A) y una rata epiléptica (B). Nótese que no existe diferencia en su expresión entre los grupos. 
Barra 251lm. 

Los experimentos de RT-PCR in situ usando los oligonucJeótidos de VGAT (realizados 

en ratas epilépticas) fueron inconsistentes y no fue posible el obtener resultados 

confiables, por lo que decidimos reali zar RT-PCR en combinación con la hibridación de 

una sonda de RNA acoplada a digoxigenina (ver material y método). Los resultados 

obtenidos de esta serie de experimentos se describen en el siguiente apartado. 

6.3.2. Hibridación in silu 

La utilización combinada de RT - PCR e hibridación in situ, proporciona las ventajas 

que poseen las dos técnicas por separado, es decir, una alta sensibilidad y especificidad. 

Primero se realizó la técnica de hibridación in situ aislada, usando sondas marcadas con 

digoxigenina que reconocen específicamente secuencias de VGA T. De los dos tamaños 

de sondas usados 95 pb Y 397 se eligió la de 95 pb debido a que obtuvimos 

experimentalmente una mejor marca. En la figura 16 se muestra un corte proveniente de 

un cerebro de rata control incubado con la sonda sentido de 95 pb. En éste control 

negativo no se observa ninguna marca, debido a que no existen secuencias 

complementarias de ARNm en las células. 
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Figura 16. Control negativo con una sonda "sentido". FOlomicrografia de un corte coronal de corteza 
cerebral. Este corte fue procesado con la técnica de Hibridación in situ con la sonda "sentido" (95 pb) 
para VGAT. Como era esperado, nótese la ausencia de marca. Barra 25IJffi 

En contraste, en los cortes incubados con la sonda de 95 pb antisentido se observa señal 

en las células GABAérgicas de la corteza. Figura 17 

... ,. ,.. • 

Fi gura 17. Fotomicrografia de una región de la corteza cerebral procesada con la técnica de Hibridación 
in situ con la sonda "antisentido" para VGAT. En este caso, se observa marca especifica en intemcuronas 
de la corteza, Barra 2SIJm 

Al realizar solamente la hibridación in situ con la sonda para VGAT, las células 

granulares no presentan marca, como previamente había sido reportado. pero sí se 

observa en el soma las intemeuronas localizadas en el hilus. Figura 18. 
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Figura 18. En A fOlomicrografia de una región del GD y B acercamiento de las células granulares de una 
rolla control procesado para Hibridación in situ con la sonda antisentido para VGA T. Nótese la marca en 
algunas intcmcuronas y la ausencia de tinción en las células granulares, Barra 25flm. 

6.4. Técnica combinada de RT -PCR e bibridación in sltu 

Habiendo establecido la técnica de hibridación in situ, la siguiente fase consistió en 

realizarla en combinación con la RT-PCR. La amplificación por PCR se realizó primero 

con 40 ciclos y después llevamos a cabo la hibridación con la sonda de ARNm marcada. 

En las preparaciones provenientes de animales con al menos 5 crisis, se observa una 

intensa marca o expresión de ARNm que codifica para VGAT en las células granulares 

e intemeuronas (identificadas como tales con base en los criterios, de tamano, fonna y 

localización, ya descritos) Se procesaron 12 cortes y se observó consistenc ia de la marca 

entre ellos. Figura 19. 

Figura 19. FOIomicrografia de una región del giro dentado (GD) e hilus (H) de un corte proveniente de 
una rata epiléptica procesada con la combinación de las técnicas para RT· PCR e Hibridación in situ con 
la sonda "antisentido" para VGAT. Nótese la marca t:n las cé lulas gr:;¡nulart:l, y las inlerneurQnDS, que 

demuestra que ambas expresan el ma del transportador. Barra 2S~. 
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Este mismo incremento de densidad de marca se observó en las células GABAérgicas 

de la corteza, analizada en los mismos cortes. Figura 20. 

Figura 20. Fotomicrografia de la corteza cerebral procesada con la combinación de las técnicas de RT· 
PCR e Hibridación in situ usando la sonda "antisentido" para VGAT. Las intemcuronas GABAérgicas 
presentan marca para VGAT mRNA . Barra 25¡.¡m. 

En la figura 21 se puede observa una figura compuesta donde se comparan los 

resultados obtenidos usando oligonucleótidos especificos para VGAT procesados para 

RT-PCR in situ y amplificando 20 Ó 30 ciclos, debido a que si se amplifica el DNAc 

durante 20 ciclos apenas y se detecta, así corno el control negativo donde no se 

incluyeron los oligonucleótidos y por lo tanto no hay señal. La siguiente fila de la figura 

muestra los resultados obtenidos al realizar la hibridación in situ con la sonda de 95 pb 

antisentido y la sentido en corteza e hipocampo. En la última fila se observan los 

resultados después de amplificar e hibridar con una sonda de RNAm marcada con 

digoxigenina . 
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Figura 21. A) Muestra la reacción con oligonucleólidos especificos para VGAT con 20 ciclos de 
amplificación. Nótese que el RNAm que codifica para VGAT es apenas detectado, en una rala control. En 
B, la amplificación se realizó con 30 ciclos y. en e, se amplificó con 30 ciclos en ausencia de 
oligonuclétidos. En la segunda fila se observan preparaciones provenientes de un animal control y 
procesadas con la técnica de hibridación in Silu. D muestra una zona de la corteza cerebral donde se 
observan interneuronas con marca. En E, se observa la marca en ;nlemeuronas del hilus e inlemeuronas 
del giro dentado (GD). La figura F muestra un control negativo, incubado con la sonda "sentido". En la 
tercera fila se muestra los resultados obtenidos al realizar la combinación de RT-PCR (40 ciclos de 
amplificación) seguida de la hibridación en una rata epiléptica. En estas condiciones se observa una 
intensa marca en las intemeuronas de la corteza cerebral (G) yen las células granulares del giro dentado 
(H). 
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6.5. Caracterización del fenotipo de las células granulares del giro dentado en 

diferentes etapas de desarrollo. 

6.5.\. Inmunofluorescencia para GAD-67. 

Los experimentos de inmunohistoquímica se realizaron en ratas de 15 y 40 días de edad. 

Se anal izó la expresión de GAD67 en las terminales de las fibras musgosas de 16 cortes 

coronales provenientes de 4 ratas de cada edad. 

En los animales adultos la inmunorreactividad a GAD67 se restringe a los somas de las 

intemeuronas y sus terminales que inervan a las cé lulas piramidales de CA3 . Por esta 

razón los somas de las células piramidales se delimitan por puntos de 

inmunorrectividad. (Figura 22). 

Figura 22. Imagen tomada en un microscopio confocal en la que se muestra la zona CA3 de un corte 
coronal del hipocampo de una rata de una rata adul ta en el que se realizó fluorescenc ia para la 
inmunodetección de GAD-67. Nótese que solo las intemeuronas y sus terminales presentan 
inmunorreactividad. so stratum oriens. sp stratum piramidal. estratum lucidum sI. La barra equivale a 
50¡.Lm. 

Por e l contrario, en el tejido de anima les jó venes de 15 días de edad, se observó 

inmunorreactividad a GAD67 en e l stratum lucidum de la zona CA3 donde se localizan 

las fibras musgosas. Figura 23 . 
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Figura 23. Imagen tomada en un microscopio con rocal en la que se muestra la zona CAJ de un corte 
coronal del hipocampo de una rata de 15 días de edad. Notese la inmunorreactividad en el eslralum 
lucidum sI, donde se localiza el tracto de las fibras musgosas y en algunas intemeuronas. so Sira/l/m 

oriens. sp srralum piramidal. La barra equivale a 50 f.lm. 

Por el contrario, en el gIro dentado no existe diferencia en el numero de cé lulas 

granulares inmunorreactivas a GAD67 entre las ratas jóvenes y el control adu lto. En 

ambas condiciones, en esta zona es posible distinguir algunas cé lulas granulares 

marcadas e intemeuronas localizadas en la base del giro dentado. Figura 24. 

Figura 24. Imágenes obtenidas en un microscopio confocal del giro dentado de una rata adulta (A) y de 
una rata de 15 días de edad (8). Nótese que [a inmunofluorcsccncia es similar en ambos grupos, en [os 
que se observan algunas células granulares e intemeuronas inmunorreaclivas a GAD67. La barra equivale 
a 25).lm. 
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6.5.2. Inmunohistoquímica para GAD-65 

Al realizar el análisis de expresión de GAD65 en el tejido control y en los animales de 

15 días de edad (se procesaron 6 cortes de cada edad) se observó que no existen 

diferencias de expresión en el número de células inmunorreactivas a GAD65 en el giro 

dentado Figura 25. 

Figura 25. Fotomicrografias de la zona del giro dentado (GD) e hilus (H), de una rata adulta (A) y una 
rata de 15 días de edad (B), donde se observan algunas células granulares e interneuronas 
inmunorreactivas a GAD65. La barra equivale a 25flm. 

En las terminales de las fibras musgosas que corresponde a el stratum lucidum, hay 

ausencia de expresión de la GAD65 en las ratas jóvenes y adultas. Figura 26. 

Figura 26. Fotomicrografias de la zona de CA3 de una rata adulta (A) y una rata de 15 días de edad (B), 
donde se observan algunas interneuronas inmunorreactivas a GAD6s y la ausencia de marca en el slratum 
lucidum. La barra equivale a 25flm. 
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Capítulo Vil. 

DISCUSiÓN: 

Los resultados obtenidos en este trabajo comprueban la expresión del ARNm de VGAT en 

las células granulares. confirmando resultados previos que uestan la detección del ARNm 

para VGAT en los sinaptosomas y en el GD (Lamas y col. , 200 1). Sugerimos que la falta de 

detección del ARNm y de la proteína de VGAT reportada por otros autores (Chaudhry y 

col. 1998) se debe a que su expresión es muy baja y el uso de la técnica de 

inmunohistoquímica carece de suficiente sensibilidad. Sin embargo. con el uso combinado 

de ambas técnicas, RT-PCR in situ e Hibridación in silu, la sensibilidad lograda nos 

permite observar la expresión de cantidades mínimas de ARNm de VGAT en ratas 

epilépticas. 

Por otro lado. ha sido plenamente demostrada la sobreexpresión de GAD67 y de su ARNm, 

en las células granulares después de diversas manipulaciones experimentales, como la 

estimulación de la vía perforante; (Sloviter y col. . 1996), la estimulación sináptica de tipo 

L TP (Gutiérrez 2002), o la inducción de crisis convulsivas por kindling (Ramírez y 

Gutiérrez 2001), así como el aumento del ARNm de GAD67 por la inyección de un agente 

convulsivante como el ácido kaínico (Schwarzer y Sperk, 1995: Ding y col. 1998: Makiura 

y col. 1998). Sin embargo, no ha sido explicado por qué esta ¡sororma de la GAD es la que 

se incrementa y no la GAD65, que se supone es la responsable de la síntesis de GASA 

usado como neurotransmisor (Martín y Rinvall , 1993). Se ha descrito que los niveles de 

GAD65 no se incrementan cuando se estimula la via perforante (Sloviter y col ., 1996) y 

tampoco cuando se generan crisis convulsivas por la inyección de ácido kaínico (Makiura y 
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col. 1998). Nuestros resultados muestran que existe ARNm de GAD65 en células 

granulares de animales control, pero, después de generar crisis convulsivas los niveles del 

ARNm de GAD65 no se modifican. En concordancia. tampoco es posible detectar 

diferencias en la expresión de la proteína en las células granulares y en sus axones, por 

medio de técnicas inmunohistoquímicas. Previamente ha sido determinado que los niveles 

del ARNm de GAD 6S no se modifican después de generar crisis convulsivas (Diog y col., 

1998). 

La inducción de expresión de GAD67 y no de GAD65 en las células granulares y en sus 

terminales es consistente con los estudios que muestran que la expresión de las dos 

isoformas es regulada independientemente (Soghomonian y col ., 1992, Rinvall y col ., 

1993). Además, diversos estudios en otras áreas cerebrales y bajo diferentes 

manipulaciones experimentales muestran que la GAD67 es más susceptible a regulación 

por actividad que la GAD65 (Rinvall y Martin 1992, Rinvall y col. 1993 , Soghomonian y 

col 1992, Sloviter y col. 1996, Ramírez y Gutiérrez, 2001, Romijn y col 1994, Ding y col 

1998). Sin embargo, queda poco claro por qué la expresión de la GAD67 puede ser inducida 

y la expresión de GAD65 no. 

Con base en las evidencias presentadas por Walker y col. (2001), Gutiérrez (2002) se 

propuso la hipótesis de que la edad podia ser un factor importante en la expresión del 

fenotipo GABAérgico de las células granulares. Recientemente, nuestro grupo de 

investigación determinó que, efectivamente. la transmisión GABAérgica de las FM a CA3 

está presente hasta los 22-23 días de edad y cesa al pasar esa edad. (Gutiérrez y coL, 2003). 
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Para determinar SI, en paralelo con la transmisión GABAérgica, los marcadores 

GABAérgicos se expresaban durante el desarrollo y su expresión cesaba al completarse, 

analizamos la expresión de las dos isoformas de la GAD en ratas jóvenes y la comparamos 

con la expresión en ratas adultas. Nuestros resultados indican que. efectivamente. existe 

inmunorreactividad a GAD67 en las tenninales de las FM de animales jóvenes, y ésta 

disminuye gradualmente conforme se completa el desarrollo. Así, en ralas adultas. ésta no 

es detectable a menos de que se induzca hiperexcitab ilidad (Ramírez y Gutiérrez. 2001). En 

contraste, el análisis de la GAD65 no presenta este patrón de expresión dependiente de la 

edad. es decir no existen diferencias de inmunorreactividad en las terminales de las fibras 

musgosas entre una rata joven y una adulta. 

Contrariamente a lo descrito en repetidas ocasiones en la literatura es muy posible que la 

GAD67 participe activamente en la síntesis del GASA sináptico. (Martin y Rimvall.l992; 

Rinvall y col. 1993). 

Ha sido ampliamente documentada la función del GASA durante el desarrollo (Varju y 

col. 2001). En el hipocampo se cree que el GASA contribuye a la maduración morfológica 

de las células de CAJ. ya que la liberación GASA de las fibras musgosas coincide con la 

diferenciación y desarrollo de las espinas y dend ritas de las células piramidales (Ben- Ari 

2001. Gutiérrez y col. 2003). 

Estos resultados muestran que las células granulares expresan un fenotipo GABAérgico 

durante el desarrollo. que desaparece gradualmente y solo se manifiesta en el hipocampo 

adulto cuando se genera hiperexcitación. 
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Plasticity of the GABAergic Phenotype of the 
"Glutamatergic" Granule Cells of the Rat Dentate Gyrus 

Rafael Gutiérrez,' Héctor Romo-Parra,' Jasmin Maqueda,' Carmen Vivar,' MÓnica Ramírez, ' Miguel A. Morales,land 
Mónica Lamas' 
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Postal 14-740. Mtxico 07000, and ¡Instituto de Investigaciones BiomMicas, Universidad Nacional Autónoma de' México, Apartado Postal 70228, Ciudad 
Universitaria, México04510 

The "g1utamatergic" granule ceUs of the dentate gyrus transiently express a GABAergic phenotype when a stale of hyperexdtability is 
induced in the adull rat. Consequent1y, granule ceU (GC) activalion provokes monosynaptic GABAergic responses in Iheir largeu of area 
CAl. Because GABA exerts a tropruc actioo on ntonataJ CAl and mossy fibers (MF) constitule iu main inpul, we hypothesiz.ed that the 
GABAergic phenotype ofthe MF could also be transiently expressed early in life. We addressed Ihis possibilitywith a mullidisdplinary 
approach. EJectrophysiologica1 recordings in developing cats revealed that, until day22- 23 of age,g1utamate receptor antagonisu block 
Ihe excitatory response evoked in pyramidal ecDs byGCs, i50laling a fast metabotropic glutamate receptor-sensitive GABAergic response. 
In a dear--cut manner from day 23-24 of age, GC activatíon in the presence of g1utamatergic anlagonists was unable 10 evoke synaptic 
responses in CA3. lmmunohistological experimenls showed Ihe presence of GABA and GAD'7 (g1utamate decarboxylase 67 kDa ¡soform) 
in Ihe developing GCs and their MF, and, using re\'tese transcription-PCR. we confirmed the expression of vesicular GABA transporter 
mRNA in thedeveloping dentate gyrus and its downregulation in Ihe adult. !he GABAergicmarkers were upregulated and MF inhibitory 
Iransmission reappeared when hyperexcitability was induced in adult rats. Our data evidence for the tirst time a developmenlal and 
actívity-dependent regulation of the complex phenotype of the OC Al early ages, the GABAergic inpul from the MF may add 10 Ihe 
intemeuronal input 10 CA3 10 foster deveJopment, and, in the adult, it can possibly prolea Ihe system from enhanced excitabili~. 

Key words: granule ceUs; mossy tibers; GABA;g1utamate¡ developmenl; plasticity; dentate gyrU5; CA3 

lntroduction 
During the first postnatal week, GABA cxerts a depolarizing effect 
on CAl hippocampal neurons, enahling NMDA receptors lo ac· 
tivate (Leinckugel et al., 1997). From the sccond week, GABA 
exerts an inhibiwry action (Gaiana et al., 1995; Ganguly el al., 
2001), after whid\ pyramidal cdls reach adult features (Bayer, 
1980). Thus, il has been proposed that Ihe GABAergic inpuI onto 
CAl eclls, thought to be originatOO in hilar and CA3 interneu
rom, exerts a trophic cffecl during devclopment (Ben-Ari el al., 
1994, 1997). 

In Ihe adull ral, the "normally glutamalergic· granule cells 
(GCs) ofthe dentate gyrus (DG) transiently express a GABAergic 
phenotype in an activity- and prolein synthesis·depcndent man
nef ($chwaner and Sperk, 1995; Lehmann and LOscher, 1996; 
Sloviler et al., 1996; Lamas et al., 2001; Ramlrez and Gutiérrcl, 
2001; Gómez-Lira el al., 2002; Gutiérnz, 2002), giving cise to 
GABAergic transmission from lhe mossy libers (MFs) onto their 
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targcU in CAl (Gutiérrez, 2000, 2002; Guticrrez and Heinemann, 
2001; Romo-Parra et al., 2003). 

If as suggested, MFs rclease GABA bcsides g1ulamate, pyrami. 
daJ cells could be drivcn by Ihe MF·CABAergic signaling as weIl 
during devdopment and could constilute an effcclive mcans lo 
support the g1utamatc-GABA synergism on developing postsyn-
3plic cclls (Leinekugel el al., (997). Thereforc, we hypolhesized 
that CCS could normally cxpress their GABAergic phenotypc 
during dcvelopmenl. when GABA is needed 10 exert a trophic 
input to pyrarnidaJ ccIls adding 10 Ihe GABAergic input of Ihe 
hilar and CAl interneurons. Aftcr compIetion of devclopmenl, 
the expression oflhe GABAergic phenotypc' couId be downregu
latOO lo estahlish Ihe adult interneuron-mediatc-d disynaptic in· 
hibition onto CA3 targets. lt is notcworthy that Ihis possibility 
can also explain data showing that MF-CABAergic transmission 
is normally presenl in slices of young guinea pig.s (Walker et al., 
2001). We addressed this possibility and found Ihat GABAergic 
markers are expressed in the GCs early in Jife, and MF
GABAergic transmission is normally ohserved in raLS until day 
22- 23 of age. Slrikingly, from Ihis day on, activalion ofthe GCs in 
the presence of g1utamalergic amagonisls no longer evokes syn· 
aptic responSC$ in pyramidaJ ceIIs while Ihe CABAergic markers 
are downregulated. The induction of hyperexcitability reestab· 
lishes MF-GABAergic Iransmission and GABAergic markers 
express ion. 
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Materials and Methods 
We used Wistar rats 0(6, lO, IS, 20. 22. 2], and 2S dandi and 2 ffiOnÚU 
ol age. Combincd entorhinal conex- hippocampus s1icn (400 IUJI) were 
obWned and maintainro ;U room umpcralurc (2rc) in oxygcnatcd 
anificia! CSF (ACSF) conlaining th~ foUowing (m .. ); 124 NaO.] Kd. 
1.2S NaHlPO •• 2 MgSO., 2 CaOp 26 NaHCO.,. and iOglOC05I.', pH 7.]S. 

EkelTophysiofOJiulI ~ts. Aftet incubatingthe s1icn wi th ACSF 
al 3S :!: ose lar 1 hr in an ait- liquid inlerfact ro:cording ehambct. we 
rccordcd inlr.lcdlulat aClivity ol pyramidal eells ova Irta CAJa wilh 
glass micr6eIKlroda (resistanee. 60- 80 MO; fiUtd with 2 M polassium 
acetale) (Fig. 1'14). An Mo<lamp 2B amplifier and pOamptl software 
(Alon Instruments, FO$ler Oty, CA) were used foracquisi lion and Inal
ysis. For GC aetivation. single-pulse S{imulation (duration 0(0. 1 msee) 
WI$ delivetro with a patch pipel le (I Mn, fillcd wilh ACSF) over lhe GC 
layer of Ihe DG (Fig. lA). al an inlensity Ihat evoked an EPSP wi lh 
60-70% of the ampli tude requirro to make the cdl fire aClion potentials. 
For inlemeuron activadon, a pateh pipelle was placed 2oo-]()() ~ away 
(rom \he t«Ofding cJectrode over Ihe limil o(lhe Slr.lta pyramidale and 
lucidum. To induu MF-GABAergil; lI"an$lDission in adul t prcparal ion5, 
thrH 1 sec tn.ins orO.1 ms« pulses al 100 H~ (inlertrain interval oC I 
min) wcre delivered every IS min lor] hr over th~ perforan! palh al an 
intensity al whieh test pulses provoJr.ed S09t. of maximal fidd potential 
amplilude in Ihe OC (Guti&Tu. 2002). 

The drugs used were dilulro in lhe ACSF; the NMDA receptor Inlag
oniS{ (DI.) -2-am ino-S-phosphonovaJerie acid (APV) (30 ~; ToeN 
Cookson. BaUwin, MO); thc non-NMDA receplor antagonist 6-nilro-7-
sulfamoylbcnzo (Oquinolaxine- 2.]-dione (NBQX) (10 ~; Tocris 
Coobon); the GABA" receplor antagoniR bicuculline mnhiodidl' (20 
~) (Sigma. St. Loui" MO); and !he group 111 mElabotropie g1utamalr 
receplor (rnGluR) agoniu 1.( -+ )-2-amino-4-phosphonobutyric acid (L
AP-4) ( IO~; Toeri. Cookson). 

llnm.mC>histolo,iutl apnllnOlts. GAD.? (g1utamate decoorbo.ylase 67 
kDa oo(onn) an<! GABA immunor",ctivity (iR) _ analyzcd in hip
poc::.rnpal J.ljccs o( €our an,mili of each Ige group ti menl>oOfil :obovc 
plWI a pool' of 24 d . as described previous./y (Ramlrez and Gu[i~rrn. 
200 1). BrkDy. sliccs wcrc fixcd in paralonnaldehyde at 4% in PBS, ceyo
prolKled in JO'*, ¡ucrose. and lhen froun and cut at 14 or JO ~ in a 
cryos!al at - 2Q"C. They wer~ incullalro in Ihe prcscncrol rabbil GAD" 
anlíbody (1:1000; Chemicon, Temecula, CA) and then in Ihe pusenee of 

VeJ.iwlur GASA mmsprmu InRNA tmlllysis. 
Tbe semiquantitalive dC1ennination o( vesicu

lar GABA transponer (VGAT) mRNA hti becn described previoosly 
(Lamti El al., 2001 ). In brid. il Wti analyud by PCR cNmplificalion wi th 
the cndosenoos inremll standard gene hypounthinc-guanine phospoo
ribosyhnnsrn-asc (HPRn flom Ihe granular cdI layer o( lhe OC dis
KCUd from IWO 5OO-~-lh ick hippoampal slices (rom eaeh o(thr« 
TaIS a16. 10, and IS d and 2 monÚU ol age. The primer ~ (or VGAT WllS 

designro 10 amptif"y bues 47 1- 1120 o( Ihe cal cading scqurnce (Mclntire 
El al., 1997). VGAT oligonudeolide primees were designro $O ti 10 bind 
10 differenl nons aUowing ampliflCarion producu derivcd [rom cONA 
and completeJy lvoiding conlami.llaling gl'nomic ONA. The primu se( 

thal targl'lS th~ eonstiluliveJy apresscd gene HPRT amplifies a ]70 bp 
PCR (ragmenl. Samples o(the differenllge groups werl' proasscd simul
bncuusly Ind blindly analyud by Iriplicate. The numbcr o( PCR cydes 
wti furo 10 yidd I eonstanl HPR1· Jig.nal in a11 groups for eaeh aperi
mento Alter PCR. Ihe DNA producu wtre ~Iectrophorescd on 1.2% aga
rose gels and slained with elhidium bromide. Thcy were pla~ on a UV 
transilluminalo r and pholographcd wilh PoIaroid-typc 667 instanl film. 
Pholographs wcre sUbj«ltd 10 densi lomctric analysis using tabWorks 
4.0 software (UVP, Uptand. CA). 

Results 
EJectrophysiologicaJ eJ.:pe.ri.menb 
In 6-d-old preparations. pyramidal cel1s responded 10 DG activa
lion with a monophasic depolarizing potential, which was par
tiallyblocked byNBQX plusAPY (n = 9) (Fig. l B). Thl' remain
ing depolarizing componenl could be blockW by bicuculline 
(n ,.. 6) (fig. 2A). from day 10 of age o n, OC stimulation pro
voked depolarizing and hyperpolarizing poslsynaptic potenlial 
sequences (EPSP/lPSP) (fig. 1 B). On pcrfusion of NBQX plu~ 
APV, Ihe EPSP was completdy blocked and a fasl bicuculline
sensitive IPSp was uncovered in all ol Ihe recarded cdls €rom 
sliccs oC 10-, 15-, and 20-d-ald rals (n = 90) (Figs. 1 B. ZA) _ The 
same responses were obtained in twa elc-ctrophysiologically iden
lified inlemeurons in a 10-d -old preparalion (dala not shown). 
The lalencies ofthe pharmacologically isolilted IPSPs (oreach age 
were nol differen t from Ihose o f the corresponding control 
EPSPs. Thus, the m ean Jateney difference o( the EPSP and 



5596 • 1. Neurosc:i., July 2, 2003 . 23(13):5594 - 5598 

A 6 days old 10 days old 

DG DGINT 
nbqx+apv 
~v 

~ 1 bicuculline 

J bicucullíne 

B ~ 12~ 
o.. 
;[ 100 --a;.',' 
:& .~ 

s::. 75 
j 
JI! 50 .. 
u 25 
"O 
';/t O 

---"7 
10d 15d 20d 22d 23d 

10 days old 

DG INT 

nbqx+apv 

2m 
..um 

e 
VGAT 
HPAT 

6 days 10 d8ys 15 days 2 montha 
,-----~ r--\ 

~ 120 
c: 
:s 100 • > 80 ¡ 
e so ... « ~o Q. 

~ 20 !c 
~ o 

6 days 10 daya 16 da)'1l 2 montha 

Figure 2. A, OG stimulation evokes bicuculline-sensitive monosynapti< depolarizing poten
tials at 6 d and hyperpolarizing responses at 10 d of age in pyramidal cells in the presence of 
NBQX plus APV. Contrary to responses of interneuronal (INTl origin, these responses are revers
ibly inhibited by L -AP-4. Traces are an averageofl0 responses. B, Percentage of pyramidal cells 
that responded with a fast IPSP to OG activation in the presence of NBQX plus APV at different 
ages (rhombuses). In adults, MF-GABAergic transmission can be induced in an activity
dependent manner (stim). GA067 immunoreactivity determined by densitometric analysis in 
CAJa (open squares) and in CA3b (filled squares) follows a similar trend. C. Expression of VGAT 
gene transcripts in the isolated OGs at the depicted ages. The bar graph shows the VGAT MPRT 
ratio Qbtained from the whole series of experiments (n = 3 by triplicate), evidencing the 
express ion of VGAT mRNA when MF-GABAergic transmission can be detected and its age
dependent downregulation. 

GAHAergic potential (0.13 ::t: 0.08 msec) was consistent with a 
monosynaptic contact, as determined by a one-way ANOVA test 
and Scheffé post-ANOVA contrast (6 d, F = 1.1; 10 d, F = 1.0; 
15 d, F = 1.04; 20d, F = 1.4; 22 d, F = 1.4;p < 0.05). The reversal 
potential of the bicuculline-sensitive depolarizing potential de
termined at 6 d was -46.5 ::t: 5.1 (mean resting membrane po
tential, -69.6 ::t: 1.8 mV; n = 9) and oftheIPSPs in 10-, 15-,20-, 
and 22-d-old rats was -68 ::t: 1.6 mV (mean resting membrane 
potential, -64.5 ::t: 1.2 mV; n = 116) (Fig. le) . The rise time 
(10-90%) of the control EPSP for each age was as follows (in 
msec): 6 d, 9.11 ::t: 0.6; 10 d, 6.8 ::t: 0.6; 15 d, 5.6 ::t: 0.6; 20 d, 3.7 ::t: 
0.4; 22 d, 3.2 ::t: 0.5; 23 d, 2.8 ::t: 0.6. The rise time of the isolated 
MF-evoked IPSP was as follows (in msec): 6 d , 10.4 ::t: 1.3; 10 d, 
8.8 ::t: 0.5; 15 d, 8.6 ::t: 0.6; 20 d, 7.8 ::t: 0.3; 22 d , 7.3 ::t: 01. The 
group III mGluR agonist L-AP-4, which selectively inhibits MF
GABAergic transmission, reversibly depressed the DG-evoked 
depolarizing potential (6-d-old rats) and the IPSP (IO- to 22-d
old rats) by 83 ::t: 4%, whereas the IPSP evoked in the same cells by 
direct stimulation of interneurons within CA3 was unaffected 
(11 = 47) (Fig. 2A). 
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Figure 3. A, Confocal images show the presence of GABA-immunoreactive interneurons and 
cells with characteristics of GCs within the stratum granulosum (sg) of a 15-d-old preparation, 
whereas in adult preparations (Bl. only interneurons are visible in the molecular layer (mI) and 
in the border of the stratum granulosum and hilus (h). GA067-IR in the stratum lucidum (si) of a 
15-d-{)ld ( () and a 2-month-{)ld (DI preparation. The señesofimages below depicts GA067-IR in 
CA3b at the indicated ages. These preparations were simultaneously processed. A dear down
regulation is apparent toward the third week of life, when GAD67-IR is restricted to terminals 
around pyramidal cells (spl and toa few in thestratum lucidum and stratum radiatum (sr). Scale 
bars: A, B,/ower array, 25 ¡Lm; C. D, 50 ¡Lm. 

After 25 d of age, synaptic responses provoked by DG stimu
lation were completely blocked by NBQX plus APV (11 = 150) 
(Fig. 1 R, e ). To determine the time at which Ihe monosynaptic 
MF-GABAergic responses disappear, we recorded from 22- and 
23-d-old fats. At age 22 d, 26 of 29 ceUs, and at age 23 d, 4 of 30 
cells responded with a monosynaptic IPSP to MF activation dur
ing glutarnatergic blockade, indicating that this response shuts off 
in a c1ear-cut manner (Figs. l e, 28). Because MF-GABAergic 
transmission can be induced in an activity-dependent lIlanner in 
adult rats (Gutiérrez, 2002), we recorded from pyramidal ceUs of 
slices subjected to the induction protocol (see Materials and 
Methods) and corroboratcd that NBQX plus APV blocked the 
EPSP cvoked by GC activation, isolating monosynaptic GABAer
gic responses in 30 of 30 ceUs tested (Fig. 1 D). 

VGAT rnRNA expression 
llecause the activity-dependent expression of MF-GABAergic 
transmission correlated with that ofVGAT mRNA in adult mts 
(Lamas et al., 2001) , we explored its level of expression in the DG 
of developing rats. We found that, at the ages when MF
GABAergic transmission is detected (6, JO, and 15 di, a steady 
expression ofthe VGAT mRNA was observed in all ofthe rats of 
each age group. In contrast, in the DG of young adult rats (2 
months old), in which GABAergic transmission is not observed, 
VGAT mRNA is barely detected (Fig. 2e). 

Irnmunohistological experirnents 
In sI ices of 6-, JO-, 15-, and 20-d-old rats, GABA
immunoreactive cells with characteristics of GCs were detected 
within the stratum granulosum ofthe DG (Fig. 3A) . They had a 
round ceH body, with a defined big nudeus and dendritic projcc
tions toward the stratulIl moleculare of the DG and the putative 
axonal projection toward the hilus. Although GABA
immunoreactive cells were detected along the whole extension of 
the stratum granulare, not all cells were GAllA immunoreactive. 



Abo, basket cells in the inner layer ofthe DG and interneurons in 
the hilar or molecular regions were apparent, which clearly dif
fered in shape and orientation. In younS adult rats, CADA
immunoreactive GCs were seldom detected, but interneurons in 
the hilus and stratum molecula~ could be c1early observed (Fig. 
3B). On Ihe other hand, a c1earGAD67·IR was observed in the MF 
of developing rats that progressively diminishcd with age (Figs. 
2B, 3). From approximately day 24-25, GAD67·immunoreactive 
terminaJs were obscrved around pyramidaJ cells of CA3, bUI 
staining of the stratum lucidum was barely s«n (Fig. 3D). The 
control sliees Ihat were processed in the absence of the primary 
antibody did not prescnt immunoreactivity (data not shown). 

Discussion 
We show Ihat Ihe "normally glutamatergic" GCs transienlly ex
press a functionaJ GABAergic phenotype during development 
and after the establishment of hyperexcitability in the adult. A 
low cxpression of GAD67 , GABA, and VGAT mRNA is normally 
found in GCs and their terminaJs (SandJer and Smith, 1991; Slo
viter el aJ., 1996; Lamas el al., 2001). and scizures (&hwarzer and 
Sperk., 1995; Lchmann el aJ., 1996; Sloviter ct al ., 1996; Lamas el 

aL, 2001; Górncz-Lira el aJ., 2002) or LTP-like stimulalion (La· 
mas el aJ. , 2001; Ramirez and Gutiérrez. 2001 ) upregulate their 
apression. Accordingly, activity- and prolein synthesis
dependent induction of monosynaptic MF·GABAergic signaling 
onto CA) is observed (Gutiérrez, 2000, 2002; Gutiérrez and Hei
nemann, 200 1; Gutiérrcz, 2002; Romo-Parra el al., 2003 ,. Also, in 
agrecment with Ihe idea mat GCs release GABA, Walker el al 
(2001) showed monosynaptic MF-GABAergic transmission to Ix
normally present in s1ices from young guinea pigs. These results, 
however, were in confllet with our previous results in Ihat no 
activity·dependent mechanisms s«m lo Ix- involved in MF· 
GABAergic transmission. With OUT present evidence, we show 
that the devclopmental stage is the determining factor underlying 
Ihese apparen! conflicting results and establish that developmen
taJ and activity-dependent mechanisms underlie this 
phenomenon. 

Our clcctrophysiological evidence demonstrales that fasl 
mGluR·sensitive GABAergic transmission can be evoked in CA3 
by MF activation at early ages. On day 6 of age, MF activation 
evokes an NBQX plus APV-insensitive depolarizing response 
thal can be blockcd by bicuculline and whosc reversaJ potential 
coincides with GABAergic responses at Ihis age (Ganguly et al., 
2001). Thereafter, MF activation provokes hyperpolarizing 
GABAergic responses that disappear in a clear-cut manner on day 
23-24 of age. 80th the early depolarizing and hyperpolarizing 
MF-GABAergic potentials are strongly inhibitcd by the type m 
mGluR agonisl 1.-AP-4, which presynaptically inhibits MF
GABAergic transmission (Gutiérrez, 2000, 2002; Walker el aJ., 
2001; Romo-Parra el al., 2003). This is a reliable test to identify 
neurotransmission of MF origin becausc these receptors are 10-
catcd in MF terminals (Ohishi et aJ., 1995). On the other hand, 
GABAergic responses of interneuronal origin are nol affecled by 
mGluR activatíon (Walkcr et al., 2001; Romo-PalTa el al., 2003). 
Additional ¡nvestigation is nceded to establish whetherglutamate 
and GABA are rcleased from the same MF terminal and how the 
proportion of rclease of bolh amino acids varies during 
devdopmenl. 

The rclease ofGADA from MF in !he developing rat has pos
sibly becn obscrved (Bcn -Arí el al., 1989) but not idenlificd as 
sumo In developing rats, gianl synchronous discharges appear 
thal are primaríly mcdiatcd by GABA" recepton and by MF srn · 
aptle input. Intercstingly, the selective Icsion of!he DG blods 

most of the excitatory drive to these cells (Henze et al., 1997), 
suggesting that MF-GABAergic inpul can Ix- disrupted. Activa
tion of GABA and glutamate receplon happens in synergy in 
developinS ralS, becausc a slrong excitatory drive ís needed lo 
actívate NMDA receptors (Leinekugd et al., 1997). Therefore, it 
is lempting lo speculate Ihal MF-GABAergic transmission possi
bly contributes to the development of CA3 neurons. Interest
ingly, the clear-cul shut off ofMF-GABAergic responses happens 
on day 22-23, 2 weeks after GARA has ceased to exert depolaru .. 
ing actions. This suggests that MF·GABAergic transmission ac
companies the morphological maluration of pyramidal cells pos
sibly until Ihe completion of the devdopment of dendrites and 
spines, whleh happens at approximately the same time (Bcn·Mi, 
2001). 

In direct corrcspondence, VGAT mRNA is expresscd in the 
DG of younS animaJs bUI barely detected when MF-GABAergic 
transmission is no longer observed. However, MF-GABAergic 
Iransmission reappears when hyperexcilability is induccd and 
VGAT mRNA expression is. therefore, upregulaled (Lamas et al., 
2001). Also, conlrary 10 aduh preparations, GABA
immunoreactive putative GCs aredelected in the DG, and GAD67 

is clearly observed in !he MF of young animals. In our analysis, 
although some GABA· immunoreactive cdls are likely to Ix- bas
ket cells (Ribak and Seress, 1983, 1988), sorne cells with typical 
features ofGCs are GABA irnmunoreactive. Granule cells origi
nated at different postnatal ages coexisl (Gaarskjaer, 1985), and il 
seems probable Ihat the younger GCs in the adult, which He in the 
inner portion of!he GC layer in the developing rat (Altman and 
Bayer, 1990), are Ihose that cxpress GABAergic markers. It is 
suggestive thal MF ¡nnervatíon ofCA3 neurons seems to Ix- more 
abundanl during devdopmenl and MF extensions are longer by 
day 14 Ihan in the mature animal (Amaral and Dent, 1981). This 
could explain why not all GCs need 10 express GABA. More in
dicative (or Ihe GABAergic phenotype of Ihe MF pathway was ils 
clear GAD67-IRobserved in the young animals and ils downregu· 
lation at approximately the same lime when DG-IO-CA3 disyn. 
aplic inhibition js established. Dupuy and Houser (1996) have 
shown a shift in the intracellular distribution ofGAD67 from cell 
bodies to terminaJ·like structures atlate prenalal lo eady poSlna
taJ ages and have suggested thal the GAD41-containing terminal
like structurcs identified early in life, adjacent to the pyramidal 
layer in CA3. are likely to be the source ofGABA fordevelopmen
tal functions. Finally, for MF-GABAergic lransmission to ouur, 
GABA" receptors must Ix- in the subsynapticsitc.lntercstingly, in 
cultured pyramidal cells, GABA" receptors cluster apposed to 
glulamatergic presynaptic e1emenls, suggesting Ihe hypothesis 
that there is an clernenl common to GABA and glutamate syn· 
apses (Rao el aJ., 2000). It is therefore likely that pyramidaJ cdls 
do normally have GABA receplors in apposilion lo MF inputs, 
which explains why fast MF-GABAergic synaptic responses can 
be normally s«n in the developing rat and induccd in the adull. 

The devclopmental plaslicity ofMF-GABAergic transmission 
thal we have evidenced reflects the suggested transient expression 
of the GABAergic phenotype of ceUs within the DG at early ages 
(Dupuyand Houser, 1996, 1997). This, logether with data show· 
ing a scquential formation offunctionaJ GABA" and glutamater
gic synap.scs (Hennou el al., 2002), pul our dala in a devclopmen
tally relevant perspective. We propose thal the complex 
expression of Ge phenolypc conlributes to developmental and 
prolective functions. This idea has received increasing support 
and proves Ihal!he phenotypic plasticity is pul in play in response 
10 envimnmental influences (Cao et al.. 1996). The enhanced 
excilabilityof a GABA-releasing MF pathway gocs in line wilh the 
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protection o( principal cells in the hippocampus (Holmes el al., 
1999; Haas el al., 2001) and hilar neurons of young animals 
(Ribak and Navena, 1994), which in general are less prone 10 the 
dcletcrious effects of seizures. 
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Abstract 

'Y-Arninobutyric acid (GABA)-mediated DeurotraDsmissioD from Ihe granule cells to CA3 is transieDtly expressed during Ihe first 3 weeks 
of age in tbe rat. In tbe adult. seizures provoke trus inhibitory signaling 10 reappear. To gain insight into tbe origin of GABA in tbese ceUs. we 
explored tbe expression ofboth isofonns of glutamic acid decarooxylase (GAD, 65 and 67 kDa), during development aud afier seizures in tbe 
adult rato We found Ihat GAD.7• but Dot GAD.s• is expressed in the mossy fibers of developing rats. In adults. GAD.7 is no longer detectable. 
unless seizures are induced. By contrasto GAD.s is neither expressed in granule ce lis nor in their mossy fibers at any age nor afier seizures, 
despite!be preseDce of GAD.s mRNA. cODfirmed by reverse transl.'ription-polymerase chain reaction in situ. 
«i> 2003 Publisbed by Elsevier Ireland Ltd. 

KtyWords: Granule cell; Mossy tibers: '1-Aminobutyric acid; Glutamic acid decarboxylase: Development: Seizu/e 

The granule cells of the rat constitutively express a dual 
glutamatergic/GABAergic phenotype during development 
[6], Consequently, monosynaptic GABAergic transmission 
from the mossy fibers (MF) to CA3 is observed dueing the 
blockade of ionotcopic glutamate receptors [6,19] . Mossy 
fiber GABAergic tcansmission is present ducing the first 
22-23 days of age and it is abruptly down-regulated on days 
23-24 of age. The expression of GABAergic markers 
(glutamate decarboxylase (GAD)67, 'Y-aminobutyric acid 
(GABA) and vesicular GABA tcansporter (VGAT) mRNA) 
in the granule cells and theic MF follows the same pattero 
[6). In the adult rato the GABAergic phenotype is not 
normally detected but it is tcansiently overexpressed by 
activity- and protein synthesis-dependent mechanisms. as 
we have consistently pro ven [2-5.8.13.14). 

Noteworthy is that it has been reported that the 67 kDa. 
but not the 65 leDa. isofonn of the GABA-synthesizing 
enzyme. GAD. is strongly modulated by activity. It has been 
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proposed that Ihey have different anatomical distribution 
ando possibly. celluJar function. Indeed. previous work has 
suggested that GAD67 synthesizes a metabolic pool of 
GABA, whereas GAD65 synthesizes the GABA to be 
released in the synapse [1,7] . Despite this, the up-reguJation 
of GABA [2) and the appearance of MF, GABAergic 
tcansmission in adult rats [3-5) coincides with the up
regulation of the 67 leDa isofocm [9.13,17,18]. 

Que recent observations of the expression of GABAergic 
markers in the developing granule cells [6] have prompted 
us to explore Ihe regulalion of tbe expression of GAD/i5. in 
comparison to GAD67. in developing and in adult healthy 
and kindled epileptic rats. In tbis work we conducted 
immunohistological experiments to study tbe expression of 
both isoforms of GAD dueing development. and we cacried 
out reverse transcription couplcd to polymerase chain 
reaction (RT-PCR) in situ experiments to determine 
GAD65 mRNA regulation by kindling epilepsy. 

We used Wistar rats of the following ages: 10. 15.20,30 
days and 2 months . In four 2-montb-old rats bipolar 
microelectrodes were surgically implanted in tbe arnygdala 
for electrical kindling stimulation. as previously described 
[3). Hippocampal tissue ofkindled rats was processed a day 
after the fifth generalized seizure together with a matching 
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cootrol group for compari .'iOo purposcs. Hippocamp¡¡] slices 
o(youog mIs al the different ages wcrc al,<;o s imultaneously 
processcd. Immunoreactivity wa~ analyzed io hippoc:nop<ll 
s tices of (OUt anim31s of each age group. in fo ur contro1 and 
(OUt kindled adults. [mmunohislo]ogy for GAD I>7 iu 
developing ralS was condueled as describcd 16) using a 
commen::ial GAD(,1 anlibody (Chcmicon; 1:]000) aOO a 
second IgG couplcd 10 FITC (Vecwr A - IOOO: J:4(XI). 
Sch:ctcd sl'Clion ~ wcre an¡¡]yzcd (usu:llly 14 oplica l sccl¡ons 
nf I 1.1In) wiul a sCDnning confocal microscopc (MRC /lOO. 
Sio-Rad ). Irn¡lgcs wcrc acqu in:d wilh ao cxc ila tlOo 
wavelcngth of 488 nm (Confocal Assislanl: Tood Clark 
Breljc). For control purposcs. cach cxpcrimenl included a 
sl ice processed in the nhsence of the primary anlihody, lu 
;lduh r:lts. inllllunohislOlogy for hoth GAD isoforms W:1S 

conducted as previously dcscrihed 1131. For GAD"s 
ellperime nts . we use<! the GAD,;j anlibody purchascd from 
Boehringer Manhei m ( 1: I (0) and a secondary biotinylated 
[gG (I:IOCJO; Jackson lmmuoore:warch) The slices werc 
proccssed with Ihe ABe Kit (Vectaslain. Vector Lahs). 
devdoped with dinminobenzidine (Sigma) and conlraslcd 
wilh nickel sulfate (30% l . MicroSt:opical ohscrvalions ;Uld 
micrographs were done with an Axiovcrt Zciss rnicroscope 
with Ihe appropri:lte photographic cquiprnenl. 

RT-PCR io s itu was conductcd in hippocampal s [icc.~ of 
thn:c contrnl aOO thrce kindlcd adull rals. [1 wa.~ c:lrTÍcd out 
following prcviously descrihcd protocols [11.12) using 
previously reported spccific GAD,.s primer.; 1[5J , Tissuc 
Sllmp[es filled in pamfonnalde hyo.: (4%) were pcnne~,b i

lizOO with Tritoo X- I 00 (1l.25%) 10 ios ure full pcoclralion nf 
re<lgcnls iOlo Ihe tis.~ue and thereaftcr incubalOO with ONasc 
I (RNase-frec 776785, Roche) . We cnrried out lhe. in situ 
RT-PCR in Ihe prescocc of dUTP couplcd 10 digoxigcnin 
wllh Ihe GeneArnp EZ rTth RNA PCR kil (AppliL"'(1 
Biosystems ) fnllnwing inslruclions (rolll Ihe m:mufoclure r. 
c ONA seqllences wcre alllplificd fo r 30 cycles. Aftcr 
arnplificalion. Ihe tissuc was rehydrated. penneabilizcd 
aOO inc llbaloo with a digoxigenin antibody (Roche. 1: 100) 
coupled lO alkaline phosphalasc. The dcvelopmcnl reaClion 
was carried out wilh NBT aOO RCIP (Rochd. TIle proccsscd 
IISSUé: was analyzed wilh ao iovcncd microscope (Axiovcrt-
1 (Xl. Zciss) and phologmphed wilh a digital call1Cfa (Sony 
Cyba Shol OSC-S75). Control experimeots cornprised the 
fuU procedllre withoul cither oligonucleOlide.~ or anli
digoxigenin anlibody or ONllsc. 

As expccted. in sJices of 11)... 15- and 2O-day-old r,m. wc 
fo und GAD"7 and GAD"wimlllunnreactive (-IR) inter
neuroos in aJl Ihe hippocmnpal regions. WC cnnfin ncd ItU' 
cxprcssion ofGADm-1R in Ihe MF ofyoung r,ns. 111 Fig. lA. 
we show a representativc coufocal ¡mage of the MF region 
al 15 Jays of age, wherc (;lear inulIunoreaClivily is obscrvcd 
along Ihe stralUm lucidum, In contraSI. in mIS nf I ano 1 
months of age. MF did nOI prcsent GADh7"IR (Fig. lB). 
Inlcrestingly. lhe suppo.~edly responsible en7.)' lne fur Ihe 
s)'nthesis of re lcasablc GABA. GAD(05' was ncithcr detecle..! 
ID Ihe GABA-releasing MF of J eveloping rats nor in aclult 
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<lays "hl) bu' ,k~ in ooullf lJ) rul< . N"uce ,mmu",,",;H.1i ~ i .y alool¡: lhe m""y 
1100 '" '" lhe , 1r.1Ium ".ooH lu m tSL ). ,,, A. ~",1 i., ~b""l<."e in 1"" ,,<lull (B). By 
CUUIr."I, GAt)", ¡mmu",-"",,,",c1iviIY is ob"' .... ·e<1 in ,nleme"""" (~>leri>~S) 

hu' no' ¡"lIle oKl"'y tihe",. cilhN in Y"""I( (e. 1 s lI.:Iy, 01.1) Of i" adull raI, 

(D). I'CL. pyrnmi,b l ccU Inyer: H. hilu •. C~l i bnl!iOll b.:J" c"Orrespood w tOO 
lun in A.B .• ",1 200 ,,"m in C.D. 

prepamlions (Fig. le.D). We lhen compared the expressioD 
nf bolh isoforms of GA D in co ntrol vc~us kindled cpi leplic 
;ldult mIs. \Ve found Ihal GA D';7 is cnnstilUlively ellpresscd 
in h.1skel eclls amJ in somc granu le celJs of uO!l-s limulaled 
rals (Fig. 2A), whcrcas GAD()5 was only fouod in basket 
cells aOO olhcr inlerncllrons of the hi lus and molecular layer 
(Fig. 2D). In k.ind led cpilcplle mts a marlccd eKpre.~~ion of 
fiA D"7 in !he granule cells (Fig. 2B) ;lnd MF (Fig, 2e) was 
found besidcs ils ovcrexpressinn in Ihe inlcrneuronal 
poputalion. (n contrJSI, G AD<>s was absent in granule ce lJs 

f-l~ , 2. KinrllinB epil~~y up-rel;ul~'es (he e x",,,,,,,,, , ni GAlJ01 bu. no! 

(";AO",. rAl1nc ¡; .... "ulece lll~Yer "",1 hil~ r r~¡;ion pre.\ftll ,ome OAo"r lR 
¡:mt>,,¡c cel!, ( ..... 0 .... ,) .... 1 intemeo .. "" (D.,(eri,h) ,n e"On u,,1 clM>di .¡oo. (B) 
In ~ i n,ll ed "'.\. GAI\ -, ¡, llI::orkedly o~erex rweM.:d in ' hc ¡:mnule <"ell layer 

«(".cL) ~nd in ,he mossy tiher\{C), "''''',n¡: alo"g 11M: "'"lIulll lu<"idu m (Sll. 
(n) lIy COO>''''''. io C"OfIlll>1 nnlm::oI,GA I)"" ¡, upres'oOl only ,n ,nlerneurun, 
uf .1>e molcw:ular (ML) "",1 p"""ule cdl laye .. tGrt .) nI Ihe ,1"".aoe ¡:yn" 

",,,1 hllu" 31'''''''Sh '' re .... c"elh in Ihe GCl re,."nbli,,¡: ¡:rnnule cell, were 
(lA[) ... IR (",ro",,). Kindll n¡: ep¡lcp~y doe.\ nO( affee. lhe upre,,¡on 01 
¡;Al)"" eill\er in lhe ",,,u ... le cell, (1:) ,1< ,n 'he i, m"" y libe", "1"",,, !be SI
(F,. Wr·¡,(,R in ,i, ... uP"'O\eJ>t- • .""" ,h~ , de'pite tl>e 1",-"" "r'l>e ...... e"'. 
GALJ"" ",ItNA ¡, ",,,,,,n. in Ir.. ¡:.~n"lc ,'di, ofc"'lIrol (G) ::0",1 k!lldl .d m.' 
(H). (1) Comrol RT-I'CR in , ilu upcrirncn< cruri.d "'" ,n Ihe " .... cnceof.he 

.'I"'c·oI ... • o""","oolt Ol ide.,. GA[)" mRf'lA .... ::05 m" '1e1"".",1 u<>del .ti !> 

""'ul''' ..... H. h, lu, . AII c ~l iI",,, io,, b:v-. ,,~pund 11.1 2~ .. m. 



and their MF. al!hough a few ceU~ in the granule celllayer. 
resembliog granule cells. were GAD(>S-IR (Fig. 2E.Fl. This 
evidence S\Iggest~ Ihat GABA released from !he granule 
eells iD these aoim.1ls is synthcsized by lhe 67 kDa isofonn. 
To determine whether the abseoce ofGAD(>S in granule ceUs 
was due to!he lack of ils rnRNA. we carried out in situ RT
PCR. We found that granule cells of cootrol (Pig. 2Gl and 
cpileptie rats (Fig. 2H) express GAD(>5 mRNA. without 
apparenl differeoce in its expression. As expectcd. slices 
processed iD !he absence of !he oligonucJeotides did nOI 
presenl stuining (Fig. 21). 

It is interesting !hal GAD6j mRNA is pre.~enl in Ihe 
granule cells of adult control rats. in which DO MF 
GABAergic transmission is observed. llnd GAD..s protein 
is absenl iD developiog aOO epileptic rats. where MF 
GABAergic transmission is llctive. We continned Iha! 
GAD6? is expres.sed in the MF of developing mIs ¡lnd ils 
expressioo is down-regulaled with llge. The induction of 
seizures aud syoaptic streoglheoing up-regulates lIs 
expression in !he adult ocolate gyrus aOO thejr MF. which 
normally contaln traces of GADA and transiently e ltpress 
gluIllmic acid decarhoxylase (GAD)",? aOO its mRNA [4.9. 
13.16 - 18]. 

On !he contrary. GAD(,s. (}espite being preStot during 
developmeot ::md up-regulllted in intemeumns by oclivity in 
the adult ral, was not delecled either during devcJopmcnt or 
afler sei7.UIeS io lhe granule cells and their MF. GAD,..~ 

mRNA was presenl io granule cells of adult rnt~ 001. 

llpparenlly, it was nOI modifted by seizures. However, 10 be 
ecrtain Ihat GAD6j mRNA is or is nOI modulated hy 
seiZUres.ll quantitative Inelhod sueh as real-lime PCR has to 
be used. Thus. we oonclude mat despite GAD(>S mRNA 
being preseot in !be granule eells. it is neither developmcn
lally regulaled nor over-expressed by seizures. By eODlfas!. 
GAD"'7 is nonnally expressed in devdoping grnnule cells. 
down-rcgulated after the completion of development and 
thcrcafter up-reguJatcd in an activily-dependeol fashion. 
The immuoohistological evidenee galhered so fal (present 
results. 16.13.17.18)), our present in situ RT-PCR resulls 
and neurochemical dllta (2,10) ~Iabli sh Ihal GABA 
released fmm Úle MF is synÚlesizt:d by !he 67 kDll isofonn 
of the enzyme. 
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