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Resumen

Existen evidencias electrofisiolégicas que sugieren que las células granulares del giro dentado del
hipecampo, que normalmente liberan glutamato (glutamatérgicas), también son capaces de liberar
GABA después de la induccién de crisis convulsivas generalizadas. Esta hipétesis est4 apoyada por

evidencias inmunohistoquimicas que muestran la presencia de la glutamato descarboxilasa (GAD), la

enzima limitante de la sintesis de GABA, en estas células y su sobreexpresion después de crisis
convulsivas. A partir de estas evidencias, en este trabajo me propuse determinar la correlacion que
existe entre el cambio en la excitabilidad neuronal, que da lugar a la transmisién simultanea de
GABA y glutamato en la sinapsis de las fibras musgosas y la zona CA3, y la expresion de esta

enzima en las células granulares del hipocampo.

Realicé la técnica inmunohistoquimica en ratas Wistar en las diferentes condiciones de excitabilidad
en el sistema nervioso, en las que previamente se habia comprobado la liberacién simultinea de
GABA y glutamato de las células granulares. Estas fueron: a) después de 5 crisis convulsivas
generalizadas provocadas por el modelo de epilepsia experimental “kindling”. Este consiste en la
estimuiacion repetida de la amigdala del 16bulo temporal, que culmina, después de dos semanas, en
crisis convulsivas generalizadas; b} después de una sola crisis provocada por una inyeccién
intraperitoneal del convulsivante pentilenetetrazol (PTZ). ¢) un mes después de la Gltima crisis
convulsiva provocada por el modelo de kindling y d) después de 3 horas de estimulacion iterativa
in vitro, con un protocolo que potencia la transmision sindptica pero que no induce actividad
epileptiforme. Tras establecer estas condiciones, determiné la expresién de la isoforma de mayor

peso molecular de la GAD, la GADG67.

Los resultados mostraron que 24 horas después de 5 crisis convulsivas consecutivas aumenta la
inmunorreactividad de GAD67 en las células granulares del giro dentado y en las fibras musgosas.

Por otro lado, en ratas que también fueron sometidas al procedimiento de kindling pero cuyo andlisis




fue realizado un mes después de la ultima crisis, la inmunorreactividad a GAD67 se conserva en las
fibras musgosas, sin embargo, el giro denlado presenta una inmunorreactividad similar a la que
|mucstran las ratas control. Esto coincidié con la desaparicion de la transmisién GABAérgica
aberrante provocada por la crisis.

|

Enel grupo de ratas que se inyectd para producir una crisis inica se observé un incremento en la
inmunorreactividad en las interneuronas de la base del giro dentado y en las fibras musgosas. El
analisis inmunohistoquimico de la expresion de la GAD67 en rebanadas de hipocampo que fueron
sometidas a un protocol-b de estimulacion iterativa in vitro por tres horas, sin inducir actividad
A epileptiforme, mostré un %ﬁamado intense en las células granulares del giro dentado. Los diferentes
p|atrones de inmunotincién observados en el giro dentado y en las fibras musgosas dependen del
tiempo al que ¢l sistema estd sometido a hiperexcitabilidad. Asi, una crisis convulsiva aislada induce
la sintesis de GAD en las fibras musgosas y, para que su deteccién sea posible en los somas de las

czf,lulas granulares, se requiere de la presencia de un estado sostenido de hiperexcitabilidad, como el

evocado por la estimulacidn in vitro repetida o por las ¢risis consecutivas.




Capitulo . ANATOMIA DEL HIPOCAMPO

1.1. Introduccion.

El hipocampo forma parte de un grupo de estructuras del sistema limbico que en su conjunto se
denominan “formacién hipocampal”. Comprende al giro dentado, el subiculum, el presubiculum, el
parasubiculum, y la corteza entorrinal. Su arreglo celular ¢ histolégico, por capas bien definidas,

hace que esta estructura sea muy utilizada para estudios anatémicos y electrofisiolégicos ( Figura ).

Ademis de que esta estructura participa en los procesos de aprendizaje y memoria (Scoville y
Milner, 1957), se ha demostrado que el hipocampo posee una alta susceptibilidad a presentar
actividad epileptiforme en comparacién con cualquier otra 4rea del cerebro (Green, 1964). Muchos
pacientes con epilepsia presentan crisis que involucran al hipocampo, y a menudo las crisis ahi

originadas son las mas dificiles de tratar con medicamentos.

El hipocampo puede ser claramente dividido en dos grandes regiones segiin Ramén y Cajal (1911}a
las que denominé regién inferior y superior. Sin embargo, Lorente de No (1934) dividié al
hipocampo en tres campos (CAl, CA2 y CA3) para la zona piramidal y el campo CA4 que refiere a
la regién ocupada por la capa de células polimadrficas del giro dentado, o hilus. Los campos CA2y
CA3 son equivalentes a la region inferior que identific Ramon y Cajal, y CAl es equivalente a la
regi6n superior. Ademds de las diferencias de tamafio de las células piramidales en CA3 y CAl,
existe una clara diferencia en cuanto a sus conexiones. Las células piramidales de CA3 reciben

entradas det giro dentado, pero no las de CAL

l



Figura i. Esquema de la formacion hipocampal. sm stratum moleculare; a alveus; sg stratum granular; so stratum oriens;

sp stratum piramidale; sr stratum radiatum; fm fibras musgosas; vp via perforante; H hilus; GD gird dentado, §

'subiculum; CE corteza entorrinal (tomado de Caeser y Artesen, 1991)

iLas células principales del giro dentado son las células granulares y las del hipocampo propiamente

dicho son las piramidales.

1.2. Células granulares:

| E! giro dentado esta formado por tres capas, la principal o de células granulares, la capa molecular

que estd localizada sobre la capa granular y una capa difusa de células polimorficas, que es conocida

como hilus, (Johnston y Amaral, 1998).

l
|
|
!



Las células granulares son pequeiias (aproximadamente 10 um de didmetro) y de apariencia esférica,
se encuentran acomodadas en una capa de 4 a 6 células de grosor. Las dendritas de las células
granulares se extienden pcrpéndicularmentc de la ca;;a granular hacia la caﬁa molecular donde se
reciben las conexiones sinapticas de varias fuentes. Los axones de las células granulares son
llamados fibras musgosas por la apariencia de sus terminales sinapticas. Se originan de la porcion
basal del cuerpo de la célula, y se extienden dentro de la capa polimérfica (también llamada hilus)
(!Johnston Y Amaral, 1998). Ahi en la capa polimérfica, las fibras musgosas hacen sinapsis sobre
células musgosas y otras interneuronas, salen del hilus formando un haz de fibras que finalmente
c‘:onforman el stratum lucidum de CA3. Esta proyeccion de las fibras musgosas finalmente hace

siinapsis con las células piramidales e interneuronas de CA3.
1.3. Células piramidales:

Los cuerpos celulares de las neuronas piramidales estdn arreglados en un estrato ordenado de 3 a 6
células de grosor itamado capa piramidal. Estas neuronas tienen arboles dendriticos elaborados que
se extienden perpendicularmente a la capa celular en ambas direcciones.

Las dendritas apicales son més largas que las basales y se extienden desde el dpice de la célula

i piramidal hacia el centro del hipocampo atravesando tres capas: el stratum lucidum, el stratum

radiatum y el stratum lacunosum-moleculare. Las dendritas reciben diferentes tipos de contactos
sindpticos en cada una de estas capas. Las dendritas basales se extienden desde la base del cuerpo

cefular hacia el borde del hipocampo y forman el stratum oriens, (0" keefe y col., 1978).

Las dendritas de las neuronas piramidales estén cubiertas con espinas y son llamadas “prolongaciones
espinosas”, que estan localizadas sobre las dendritas proximales de CA3 y reciben sinapsis de las
fibras musgosas (Johnston y Amaral, 1998). Las células piramidales de CA3 son glutamatérgicas y

proyectan, a su vez, a la zona CAl.



!

1.4, Interneuronas:

* Aproximadamente el 10% de la poblacién neuronal dél hipocampo son intemeuronas (Olbrich vy
Braal.k, 1985). Estas tienen un axdn que carece de espinas y liberan 4cido y-aminobutirico (GABA).
Recientemente se ha demostrado que las intemeuronas son de una gran diversidad (Buckmaster y

Soltesz, 1996).

En el giro dentado, la clase mas importante de intemeuronas son las {lamadas células en canasta.
Estas se localizan en ka base del giro dentado formando una hilera continua. Los axones de éstas
interneuronas inervan a los somas de las células granulares. Existen al menos cinco tipos diferentes
de c’élulas en canasta (Ribak y Seress, 1983). Ademads, pueden ser ain subdivididas con base en la

presencia de proteinas de unidn a calcio y neuropéptidos (Freund y Buzsaki, 1996).

En‘la capa molecular se localizan interneuronas que reciben informacién de la via perforante y que, a
su vez, hacen contactos axo-axdnicos sobre el segmentb inicial del ax6n de las células granulares
(Klosaka, 1983; Freund y Buszaki, 1996). Existe también una gran variedad de interneuronas que se
localizan en la capa polimorfica y algunas de estas neuronas tienen axones que permanecen en la
capa polimorfica, mientras que otras inervan a las capas granular y molecular (Freund y Buzsaki,

!
19%6).

U‘na clase de células que se encuentran en la capa polimérfica son llamadas células musgosas
{Amaral, 1978). Estas son excitatorias, que s6lo proyectan a la capa molecular del giro dentado en
ferma ipsilateral y contralateral. Mientras algunos investigadores han llamado a estas células
interneuronas excitatorias, el hecho de que proyecten sus axones a largas distancias en ambos sitios
del giro dentado podria excluirlas de ser consideradas como interneuronas. De hecho, estas neuronas

tienden a no proyectar localmente sino mas bien a niveles septotemporales del giro dentado.



|

|
|

Las interneuronas del hipocampo que se iocalizan en la capa piramidal, o cerca de ella, son
clasi%lcadas en tres grupos con base en sus objetivos sinapticos: a) células axo-axénicas , b) células
en canasta y ¢} biestratificadas (Freund y Buzsaki, 1996), estas células hacen sinapsis sobre los
segrrllentos iniciales de las neuronas piramidales y ejercen un fuerte control sobre la iniciaciénde los
potenciales de accidn. Las células en canasta hacen sinapsis sobre el soma de Jas células piramidales.
Cada célula en canasta puede establecer multiples contactos sobre una neurona piramidal formando

lo que parece como una canasta dentro de la cual se encuentra el soma. Finalmente las células

bics";tratiﬁcadas hacen contactos sindpticos sobre las dendritas basales y apicales de las neuronas
piramidales. Aunque existe una pequefia superposicion entre sus regiones objetivo, las dendritas de
' los tres tipos de células proycclan dentro del stratum radiatum y stratum oriens (Buhly col., 1996;
Halasy y col., 1996). Exlste también una conexio6n inhibitoria entre estas interneuronas. Ademds,
muchas interneuronas GABAérgicas contienen y liberan péptidos neuroactivos (péptido vasoactivo

!
intestinal VIP, somastotatina y Neuropéptido Y; Freund y Buzsaki 1996).

|
El papel de las interneuronas GABAérgicas en el hipocampo es la regulacion de interacciones
complejas entre las células principales, que incluyen oscilaciones poblacionales, plasticidad,

sincronizacion epiléptica, efectos hormonales y desarrollo cortical. El mejor ejemplo de este punto es

el papel que tienen estas células en las oscilaciones poblacionales. Las conexiones inhibitorias

Cominmente sincronizan a las intemeuronas produciendo oscilaciones de varias frecuencias,

F
incluyendo teta (5 Hz} y gamma (40 Hz) (Freund y Buzsaki, 1996).

1.5. Circuitos basicos:

F

|

El cireuito basico de la formacién hipecampal se conoce desde tiempos de Ramoén y Cajal (1911),
sin embargo, detatles finos han sido clucidados hasta hace algunos afios Andersen y col. (1971)

describieron una ruta unidireccional de progresidn de las vias excitatorias que unen cada regién de la

| formacion hipocampal y acufiaron el término de "circuito trisindptico”. La corteza entorrinal se

considera como el punto de inicio de! circuito, por dondeentra la informacion sensorial que alcanza

et hipocampo. La organizacion sinéptica del hipocampo es mas compleja que esta presentacion

|
|
; esquematica, sin embargo, ésta es (til para introducirse al estudio de esta estructura.
[
|
i



1.6./Circuito trisiniptico del hipocampo:

La i'secucncia trisindptica es la siguiente: las fibras de la via perforante emergen de las células
estr[elladas y piramidales en las capas I[ y 111 de la corteza entorrinal medial y lateral (Steward, 1976),
pasan a través del complejo subicular y de la fisura hipocidmpica, entran al giro dentado (GD) y
terrlninan en los dos tercios externos de la capa molecular de esta estructura. Ahi forman sinapsis
excitatorias sobre las espinas dendriticas de las células granulares, constituyendo asi el primer relevo
sindptico en el circuito. Las células granulares del G envian sus axones (fibras musgosas) a lazona
C/}3 del hipocampo, pasando por el hilus, donde dejan colaterales, y forman el stratum lucidum alo
largo de la regién CA3. En esta region las expansiones sinapticas de las fibras musgosas terminan
so}r)re las prolongaciones espinosas localizadas en la parte proximal de las dendritas de las células
piramidales de CA3 con las que forman sinapsis en “passant”. Esto constituye el segundo relevo
sindptico (sinapsis asimétricas fibras musgosas- CA3). Las neuronas piramidales de la region CA3
envian sus axones a otros niveles de CA3 o bien hacia CAl, Cada axdén envia una colateral
mielinizada (colaterales de Schaffer) hacia la regién CAl. En los strata radiatum y oriens, las
ccllaterales de Schaffer forman sinapsis en “passant” sobre las dendritas apicales de las neuronas
pirramidales de CAl integrando asi el tercer relevo del circuito trisindptico.

‘ ‘

Axones de las neuronas piramidales del CA 1 proyectan a las neuronas del complejo subiculary a la
parte profunda de la corteza entorrinal. Existe una proyeccidn principal desde el subiculum a las
capas profundas {V y VI) de la corteza entorrinal. Las capas profundas de la corteza entorrinal
proyectan a sus capas superficiales (Il y II[} (Kohler y col.,1986) y éstas dan lugar a las fibras de la
v"ia perforante. Asi, la entrada de la via perforante a las células granulares se origina en la corteza
c:ntorrinal, y la salida desde CAl es en gran parte de la misma 4rea, tanto por via directa como por
l}na via subicular. Ademas de las conexiones sindpticas entre las diferentes regiones de la formacion
!Iiipocampal, existen también interacciones sinapticas complejas dentro de cada region. Estos
q‘.ircuitos locales consisten por lo menos de una neurona principal y una célula en canasta inhibitoria

z'isociada, pero tambi€n puede incluir sinapsis excitatorias recurrentes. El sistema de excitacion

|
|
|
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recurrente estd especialmente presente en la regién CA3 ( Johnston y Brown, 1981; Miles y Wong,
1986) y estd formado por axones colaterales de las neuronas piramidales que proyectan hacia sus
vc(finas. Las neuronas piramidales de la region CA3 también reciben una profusa inervacién de las
inté:meuronas (Miles y Wong, 1987, Griffith y col. 1986). Estimaciones basadas en registros pareados
en :rebanadas de cerebro transversales sugieren que cada neurona piramidal estd inervada por mas de

15 interneuronas inhibitorias (Miles y Wong, 1987).
!

El patrén de conexiones aferentes y eferentes de las distintas regiones de la formacién hipocampal,
sugieren que la region CA3 es el principal integrador de la formacion hipocampal (Swanson y
) Cowan, 1977). Este es elj;i;ntermediario entre la entrada de informacion al giro dentado y la salida del
hiipocampo, recibiendo el haz de proyecciones dentadas y enviando importantes tractos localmente,
asi coma a otras dreas del cerebro. Ademas, se ha propuesto que el giro dentado funciona como un

l
filtro limitando la transferencia de informacion de la corteza entorrinal a la capa piramidal del

hlipocampo (Heinemann y col., 1992).

I
1.7. Papel del GABA en el hipocampo

En el hipocampo adulto, la salida de las células granulares y piramidales de las regiones CAl y CA3
'esté fuertemente controlada por la actividad de las interneuronas GABAérgicas. El control es posible -
Ipor tres mecanismos principales: a) la activacion de los receptores postsinapticos de GABA que
!contrarresta la despolarizacion inducida por entradas directas despolarizantes (Miles y col., 1996},
b) el receptor GABA media las respuestas sinapticas que pueden bloquear directamente el disparo
del potencial de accion, y ¢) las interneuronas puede sincronizar ¢l disparo de las neuronas
principales durante las oscilaciones (Buzsaki y col., 1992; Csiesvari y col., 1999). Estos tres efectos

de la inhibicién GABAérgica en Gltima instancia modifican la probabilidad dei disparo de acciénen

la neurona postsinaptica.

|
|
- :
|
|



Capitulo Il ACIDO y- AMINOBUTIRICO (GABA)

2.1. Sintesis de GABA
i

El 4cido - aminobutirico (GABA) es €l neurotrasmisor inhibitorio mis abundante en ¢l sistema

nervioso central. Su sintesis se lleva a cabo por medio de una sola reaccion catalizada por la enzima

descarboxilasa del acido glutdmico (GAD) utilizando como precursor al L-glutamato (Figura 2).
O
~NH; ’ //
HQOCCH,CH,CH HOOCCH,CH,C
\ H
Glutamato coo COOCH
o~cetoglutarato
PLP
A 4
SSADH
HOOCCH,CH,CH;NH, HOOCCH,CH;CHO ————»HOOCCH,CH,COOH
Semialdehid
GABA Sﬁl:(:;li; 1 Acide Succinico

Figura 2 Formacidn del GABA a partir de 4cido glutdmico y su derivacién o “shunt” al ciclo de Krebs. Tomado y

modiﬁTado de Siegel 1989.

2.2. isoformas de la GAD

Se har‘l caracterizado dos isoformas de la enzima GAD que difieren considerablemente en cuanto a
su peso molecular (65 kD y 67 kD), localizacion intracelular, la interaccion con su cofactor fosfato de

piridoxal (PLP), asi como el mecanismo de regulacion de su sintesis {(Martin y Rinvall, 1993},




La |primera isoforma de la GAD fue obtenida del cercbro del gato y esta formada por 593
aminodcidos con un peso molecular aproximado de 66,600, y es llamada GAD 67 (Kaufman, y col.

1986; Kobayashi y col 1987.)

El cDNA para la segunda isoforma de la GAD ha sido obtenido de tejido cerebral de rata y humano
(Erlander y col.,, 1991; Buy col., 1992), esta forma de la GAD esta compuesta por 585 aminoacidos
y con un peso molecular aproximado de 65 400Dy es llamada GAD 65 (Chang y Gottlieb, 1988).

Las dos isoformas de la GAD, estan ampliamente conservadas entre los vertebrados y muestran mas
del 95% de identidad entre las secuencias de aminoacidos de gato, rata, ratén y humano (Kaufman y
coll.,1986; Koiyayashi y col.,1987; Julien y col.,1990; Katarova y col, 1990; Bu y col.,1992). Sin
embargo, la GAD 63 y 67 difieren considerablemente en su secuencia de aminoécidos en la misma

especie (con sélo el 65% de identidad).

La localizacién intracelular de las dos isoformas de la GAD también difiere y se ha propuesto que
esta compartamentalizacién puede tener un significado fisiologico. La GAD67 se localiza
prir{cipalmente en los somas celulares y la GAD65 en terminales. Aunque las dos isoformas son
capaces de sintetizar GABA, la GADG65 parece ser preferencialmente asociada con las sinapsis y su
mRNA esta presente en niveles elevados durante periodos de sinaptogénesis activa y durante ¢l
desarrollo del cerebelo y estriado (Greif y col., 1991). Los hallazgos que muestran que la GAD65 se
encuentra predominantemente en las sinapsis han sugerido la hipdtesis de que la GAD65 podria estar
preﬁentc en las proyecciones de las neuronas con grandes axones, mientras que la GAD6G7 se
encuentra principalmenté en imemeuronas Con base en esta comrelacion se sugiere que las dos
1sof|0nnas de 1a GAD juegan roles diferentes en los diferentes tipos de sinapsis (Feldblum y col.,

1993) Por ejemplo, las neuronas com axones corlos tienden a tener una amplia arborizacion
denclinuca y establecen comunmente sinapsis dendrodendriticas, mientras que las neuronas con

axones largos estdn mas involucradas en las sinapsis axosomaticas 0 axodendriticas. La distribucion

\
del mMRNA de las dos GAD en el bulbo olfatorio, ganglios basales y septum lateral apoyan esta

|
|
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|
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hip‘étesis. Sin embargo, en el hipocampo donde existe una gran diversidad morfoldgica de
im<|3rncuronas GABAGérgicas, el mRNA de las dos isoformas esta presente y la pérdida de una obvia

correlacién entre los relativos niveles de los mRNA de las dos isoformas vy la morfologia es

|
inconsistente con la hipétesis inicial (Feldblum v col.,1993).

Por otro lado, se ha mostrado que las células que contienen mRNA de la GAD67 también presentan
altos niveles de hierro. Este metal es requerido como cofactor para la succinico deshidrogenasa,
enzima que cataliza la entrada del succinato al ciclo del dcido citrico, que proviene de la derivacion
de GABA. Esta correlacién sugiere que la GAD67 esta mas involucrada en este proceso que la

l
GADGS.

Se c|onsidera que el GABA es capaz de actuar como metabolito, como factor neurotréfico, y como
neurotransmisor, Este aminodcido no proteico se encuentra ampliamente distribuido en el sistema
nevioso, y fuera del cerebro, en los islotes de células B pancredticas pero en una menor

concentraciéon. (Rorsman y col., 1989).

Las linvestigaciones sobre la localizacién del GABA en el sistema nervioso se han facilitado
enormemente debido a la utilizacion de la GAD como marcador especifico de células GABAérgicas.
Log| anticuerpos generados conira la GAD pueden ser usados en procedimientos

inmunohistoquimicos para mapear las neuronas y las terminales que contiecnen GABA (Pérezdela

Mora y col. 1981).

La anatomia de las vias GABAérgicas ha sido clucidada en el sistema nervioso central no solo por la
inmunotincién a GAD, sino también se ha utilizado inmunohistoquimica para GABA y para la
GABA-T ( GABA aminotransferasa, enzima que inactiva al GABA). Sin embargo, la GABA-T esta
prese!nte en astrocitos, asi como en algunas neuronas, La marca inmunohistoquimica para GAD tiene
prioridad sobre otras aproximaciones, considerando que las células que poseen GAD serian capaces

de sintetizar GABA, en contraste es posible que algunas neuronas que expresan GABA-T no usen
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GABA como neurotransmisor, como sucede con la acetilcolinesterasa que puede ser encontrada en
a[gn!mas células que no son colinérgicas. Otra forma de identificar el fenotipo GABAérgico de una
célt?zla es mediante la presencia del transportador vesicular de GABA (VGAT), debido a que es
neclesaria la internalizacién del neurotransmisor & una vesicula para que pueda eventualmente ser
1ibc|rado por exocitosis. Esto lo realiza una proteina especifica llamada transportador vesicular (Mc
Intire y col., 1997; Reimer v col., 1998},
|

UsaLdo los procedimientos inmunchistoquimicos para marcar GAD, GABA, GABA-T, (Mc
Laulghlin ycol.,1974; Saito ycol.,1974; Mugaini y Qertel, 1983), asi como experimentos de captura
¥ lib:eracic’)n de GABA, se han identificado los principales grupos celulares y vias GABAérgicas. Se

estima que del 10% al 40% de las terminales nerviosas de la corteza cerebral, hipocampo y

substancia nigra utilizan al GABA come neurotransmisor (Fonnum, 1984).

El GABA es inactivado por la GABA-T, que traslada el grupo amino del GABA al a-cetoglutarato.
El producto de esta reaccion es el semialdehido succinico y glutamato, por lo que la degradacidn de
GABIA permite la regeneracion de su precursor. La GABA-T es una enzima de 109 kD de peso
molelgzular que, aligual que la GAD, requiere de fosfato de piridoxal como cofactor. La GABA-T se
ha de‘tectado en neuronas y en células gliales y se encuentra localizada cerca de la sinapsis, donde
puede inactivar la liberacion de GABA y metabolizar ¢l neurotrasmisor que estd fuera de las
vesiculas sindpticas. El semialdehido succinico formado por la GABA-T es rapidamente oxidado a
succizlmto por la enzima semialdehido succinico deshidrogenasa (SSADH). Estudios de regulacién
sugiel:"en que aproximadamente del 8% al 10% de toda la glucosa del cerebro es encauzada a la

llama}ia derivacién de GABA (Balazs y col,, 1970; Baxter, 1976).




2.3./Regulacién de la sintesis de GABA:

La sintesis de GABA es un proceso altamente regulado en el cerebro. Diversos estudios con
sinalptosomas y rebanadas de cerebro, ademas de mediciones "in vivo", han demostrado que la
sintésis puede ser estimulada o suprimida por manipulaciones fisiologicas o farmacologicas
(Chapman y Evans, 1983; Giorgi y Meek 1984; Paulsen y col., 1988; Battaglioli y Martin, 1990;
Loscher y col., 1991).

La localizacién de la GAD6S en las terminales nerviosas y la gran reserva de apoGAD65 (apoGAD,
cnzi‘ma que no se encuentra unida a su cofactor, es decir la forma inactiva) sugiere que la GAD65 se
espetcializa en responder a cambios a corto plazo que demandan el neurotransmisor. Los niveles de
apoCliAD y de la holoenzima GAD (holoGAD) son controlados por un ciclo de reacciones que son
reguladas fisiologicamente por concentraciones de ATP y otros polianiones y por fosfato inorgénico.
Esto'sugiere la posibilidad de que la actividad de la GAD se encuentre unida a la actividad neuronal

a través del metabolismo energético (Martin y Rimvall, 1993).

La GAD no se encuentra saturada por el glutamato en sinaptosomas o en rebanadas corticales, sin *
embargo, no existe evidencia de que la sintesis de GABA "in vivo" se regule fisiologicamente por la

dispcrnibilidad de glutamato (Martin y Rimvall, 1993).

La modulacién de la sintesis de GABA ocurre a dos niveles: inmediato o también llamado regulacién
a corto plazo, y la regulacién a largo plazo. La interaccién de la GAD con su cofactor, PLP es un
proceso altamente regulado que juega un papel importante en la regulacién a corto plazo de la
actividad de la GAD ( Martin y Rimvall, 1993). La regulacién de la GAD alargo plazo es complejay
numerosos estudios indican que los niveles de la proteina GAD y genes de la expresion de ésta,
puedj:n ser regulados de muchas formas, incluyendo mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales (Szabo y col., 1996). El GABA podria ser capaz de regular la expresion de
GAD67 a nivel postranscripcional, como el nivel de proteina GAD67 pero no de mRNA. En esta
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line'a se ha demostrado que la corteza cerebral es altamente sensible a cambios intracelulares de
GAﬁBA (Rimvall y co!.,1993; Rimvall y col., 1994). Diferencias en la regulacion de las dos isoformas
de la GAD y en su actividad indican que podrian estar involucradas en procesos diferentes de

neurotransmisién mediada por GABA (Soghomonian y Martin, 1998).

Basados en la alta concentracién de GABA en los cuerpos neuronales y en las diferencias de
distiribuci()n intracelular de GAD65 y GAD67, se ha sugerido que la GAD67 podria estar mds
invelucrada en la sintesis de GABA para la actividad metabolica, mientras que la GADG5 esta
involucrada en la transmisi6n sindptica (Martin y Rimvall, 1993).

1

2.4.! GABA y epilepsia

La conservacion del balance entre la excitacién y la inhibicion es esencial para el mantenimiento de
las funciones normales del sistema nervioso central. La alteracién en el balance de excitacién-
inhibicion es uno de los factores que tienen mas importancia en la etiologia de la epilepsia, donde el
GABA tiene un papel central (Schousboe, 1990). La inhibicién de la sintesis de GABA produce

cr131s asi como la administracién de antagonistas al receptor GABAA (Tapia, 1975).

Tanto en la epilepsia del 16bulo temporal como en los diversos modelos experimentales de epilepsia
que existen se han detectado alteraciones en la inhibicién mediada por GABA. Existe una extensa
literatura sobre el papel del GABA en la generacidn de crisis convulsivas. Por ejemplo en humanos,
monos y ratas se detectd una disminucién de los niveles de GABA, asi como de la GAD, y también
se o]lbserva una reduccion del nfimero de terminales GAB Aérgicas (Schmidt y col, 1981; Houser y

col.11986).



Inhibidores de la degradacién de GABA como son el y-vinil-GABA y el 4cido aminooxiacético
bioqluean la propagacion de crisis (laradola y Gale, 1980; La salle y col.,1983). Ademas, los
antaigonistas a los receptores GABA como la picrotoxina y la bicuculina inducen crisis (Meldrum,
198&; Lloyd, 1986). Por otro lado, se ha repertado un incremento y no una disminucion de GABA en
el modelo de epilepsia experimental conocido como kindling, con el que se ha demostrado un
incrémento de la inhibicién recurrente mediado por GABA en las células granulares dei giro dentado
(Ma!'u y Goddard, 1987).

- | : : .
La disminucién de la inmunorreactividad a GAD en las interneuronas del hilus asociada al kindling

pare|ce ser solo transitoria (Babb et al., 1989). Ademis, se ha reportado un incremento a largo plazo
en la actividad de la GAD en diversas 4reas cerebrales después de la induccion de crisis por la
adm!inistraci(')n inlraperitonea] de 4cido kainico, que es un agente convulsivante. Los ratones
tran‘s‘génicos deficientes del gen que codifica para la GAD67 nacen con malformaciones en el paladar
¥ mueren durante el primer dia de vida al parecer de un paro respiratorio, y los niveles de GABA
disminuyen (Kash et al, 1997). En contraste, los ratones deficientes para el gen de la GAD®65 son
viabk]es, y conservan los niveles de GABA y GAD67 normales, pero presentan una alta

susceptibilidad a presentar crisis y eslas son tan severas que ocasionan la muerte {Asada y col.,

1996).




Capitulo [1I KINDLING

3.11. Generalidades

La epilepsia es un sindrome que aqueja aproximadamente a un 2% de la poblacién mundial y debido
a las limitaciones que existen para llevar a cabo estudios neurofisiolégicos controlados en tejido
epliléptico humano, se han disefiado modelos experimentales en otros mamiferos, que presentan
caracteristicas muy similares a las observadas en humanos. Entre éstos, uno de los mas utilizados es

|
el kindling.

El !kindling o encendimiento es un término que se utiliza para describir el fendmeno en el que la
estémulacién repetida, eléctrica o quimica, de diversas estructuras del sistema limbico produce un

incremento progresivo de su excitabilidad, que se propaga a otras regiones del sistema nervioso

central hasta generar crisis convulsivas generalizadas (CCG) (Goddard y col., 1969).

Este fendmeno implica una alteracion permanente en la actividad neuronal, ya que el estimulo conel
que se produce es inicialmente subconvulsivante. Este estimulo es de baja intensidad (60-150 pA) y
provoca postdescargas que inicialmente son de corta duracion (1-3 segundos); la frecuencia de las
esp‘igas de la postdescarga aumenta y se propagan a otras areas del cerebro hasta generalizar la
actividad epiléptica. Asimismo, los cambios conductuales que acompaiian a dichas postdescargas se
incrementan en nimero y en intensidad hasta culminar en crisis convulsivas generalizadas tonico
clénicas, Esta estimulacién, en lo sucesivo, serd efectiva para tal fin por lo que puede considerarse

que-el estado epiléptico resultante es permanente.

El lkindling como modelo experimental de epilepsia ofrece varias ventajas: a) es altamente
reproducible, b) los cambios son irreversibles y permanentes, ¢) debido a su desarrollo gradual,
pcmllitc el estudio de los cambios cond-uctuales, electroencefalogrificos, bioquimicos y moleculares
en el; curso de su evelucidn y d) debido a esta ltima caracteristica, es un modelo ideal para el estudio
de la‘} epileptogénesis.
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Se|ha descrito en varios estudios que durante el desarrollo del kindling eléctrico se producen

rno|diﬁcacioncs en varias de las etapas de la neurotransmision, como son: la sintesis del

neurotransmisor, su liberacidén, su union a los receptores postsindpticos y su degradacién (Kalichman

1982; Bajorek y col.,1986).

3.2. Caracteristicas del estimulo de induccién del kindling eléctrico:

En el protocolo més usado para el kindling eléctrico, la estimulacién se realiza con trenes de uno a

dos segundos de duracion con 60 pulsos de 0.1 ms de duracién con baja intensidad (150 pA-500 pA),

y se aplican cada 24 horas. Inicialmente esta estimulaciéon no produce efectos conductuales o
electroencefalogrificos aparentes, pero con el tiempo provoca postdescargas que pueden llegar a

tener una larga duracién (60-100 segundos).

Eltipo de estimulo es determinante para el desarrollo del kindling. Generalmente se aplica un tren de
60 'Hz pero a estimulos mayores en frecuencm también inducen el kindling (i.e.150 Hz). Sin
embargo trenes de estimulacion de menor frecuencia (10 Hz o menos) con duracion de un segundo
no son suficientes para su propagacion (Goddard y col., 1969). Estimulos de larga duracion (60s.) a
intensidades bajas (menor a 0.875 Hz) son capaces de generar kindling, con la caracteristica de que

se r‘equieren un menor namero de estimulos (Cain y Corcoran, 1981).

Elintervalo de aplicacion de los estimulos, es también una variable importante en el establecimiento
del kindling. Pulsos de 1ms a 60 Hz durante 1s a intervalos de ! dia o mas, inducen kindling. Sin
embargo, en animales estimulades a intervalos de 12 horas o menos (hasta 30 minutos) requiéren de
un rayor nimero de estimulos. Por otro lado, la administracién continua de estimulos aplicados a
intervalos menores de 20 minutos provoca una adaptacion sin desarrollo de kindling (Goddard y

col},1969; Racine 1972).




3.3.|Areas de estimulacién:

El kindling puede ser establecido en diferentes 4reas del sistema limbico. Sin embargo, la regién de
estimulacion no puede ser elegida indistintamente ya que el efecto kindling producido en cada
especie serd diferente (Goddard y col.,1969). En general, la estimulacion mis efectiva es la que se
apliica en el sistema limbico, y en especial, en la amigdala del I6bulo temporal. También existen
| diferencias en el nimero dé estimulos diarios para establecer el kindling. Se ha descrito que existen
ZOII(LS mas susceptibles para la obtencién del kindling como son: corteza piriforme, amigdala c

hipcljcampo. En contraste, existen algunas areas del cerebro que requieren de mds estimulos diarios
i

para generar crisis convulsivas generalizadas (Goddard, 1978; Tabla 1).

REGION NUMERO DE ESTIMULOS
AMIGDALA L5
GLOBUS PALLIDUS 22
CORTEZA PIRIFORME 24
AREA OLFATORIA 29
ZONA LIMBICA ANTERIOR 29
CORTEZA ENTORINAL 37
BULBO OLFATORIO 44
AREA SEPTAL 55
AREA PREOPTICA ‘ 63
CAUDADQ PUTAMEN 74
HI}I’OCAMPO T

Tablal, Namero de estimulos requeridos para producir la primera crisis convulsiva generalizada en diferenies regiones

cerebrales en rata (tomada de Goddard, 1969).

|
|
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3.4. Cambios conductuales:

|
Losi cambios generados por el kindling pueden ser evaluados por medio de fases o estadios

conductuales o electrograficos de acuerdo a su severidad.

La siguiente clasificacion presenta las manifestaciones conductuales observadas en ratas, agrupadas
|
en fases de epileptizacién, que van progresando conforme se estimula eléctricamente al animal

cxp?,rimental (Racine, 1972).

Fas? 1. Guifio del ojo ipsilateral.

Fase I1. Guifio bilateral y movimientos faciales (masticacion).

Fasi. 1II. Movimientos de cabeza y faciales, sacudidas del perro mojado {(WDS:Wet dog Shakes) y
mioclonias de miembros anteriores.

Fas% IV. Mioclonias de les miembros anteriores y posicién de canguro.

FaséT V. Levantamientos repetidos sobre las patas traseras, caida a sueloy CCG.
3.5. Caracteristicas filogenéticas:

La epileptizacién por el método de kindling ha sido inducido en rana, ratén, rata, conejo, perro, gato,

monlo rhesus, gerbo y babuine (Morrell y Tsura, 1976; Rial ¥ Gonzalez, 1978; Leech y Mclntyre,

|
]97?; Goddard y col.,1969).

Sin embargo, el tiempo de estimulacién de una estructura determinada, requerido para provocar
crisis generalizadas varia a lo largo de la escala filogenética (Wada y Osawa 1978).
independientemente del sitio de estimulacion empleado en mamiferos, el kindling ocurre mas
répi(:iamentc en la rata, seguido del gato, babuino y el mono, {datos mostrados en la tabla 2). También
se hz:1 observado que la severidad de las crisis varia con la especie, los gatos y los monos mugestran

con\f'ulsiones mas severas que las ratas. (Mc Intyre, 1986, Racine, 1972).
[
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ESPECIES ’ DIAS

ESTIMULACION AMIGDALINA

l Rata 8-12
i

I Gato . 20-30
! Babuino 16-70
i

| :

i Mono ' 150-200

ESTIMULACION NEOCORTICAL ANTERIOR

1
| Rata 3540
' Gato 60-70
i
[ Babuino 300
F

Tablfa 2, Tiempo aproximado para el desarrollo dei kindling en diferentes especies y dreas cerebrales.

( Tomada de Joy, 1985)

\
3.6. Bases celulares del kindling:

Se l}a descartado que el fenémeno del kindling sea producto de dafic en el tejido cerebral causado
por ;la implantacién del electrodo de estimulacidn. Esto se comprobé al examinar con la tincién de
Niss:l el tejido proveniente de animales que se implantaron con un electrodo, ¥ no se encontrd
diferencia en el tejido entre los animales implantados que no recibieron estimulacion y los que si se

cstir‘nularon (Goddard y col.,1969). No se detectaron cambios morfoldgicosdebido al kindling en las

2t

|
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células piramidales de la corteza de rata (Racine y col.,1975). El tejido adyacente al electrodo de
estimulacion coﬁtienc células piramidales que son normales en términos de tamafio, arborizacién
dendritica y en el niimero y tamafio de espinas dendriticas. Mas atin, Goddard y Douglas {1975)
cxarjninaron el tejido cercano a la zona de estimulacién en la amigdala usando técnicas de
micfoscopia electrénica y no encontraron efectos degenerativos debidos a la implantacién del

electrodo. Asi, con estos antecedentes puede asegurarse que el efecto del kindling es el resultado de

i

la aétivacién neurcnal y no de daiio en el tejido, edema, gliosis u otros procesos biologicos causados
por esta manipulacién (Goddard,1978).

3.7..Cambios funcionales, anatémicos y moleculares durante el kindlin
| y g

l
El kindling produce una serie de modificaciones a nivel molecular, morfolégico y funcional en el
sistema nervioso central, pero la formacién hipocampal, particularmente el gire dentado, es

|
reco;nocida como un regién donde ocurren muchas alteraciones relacionadas con este fendmeno

‘

(Mo!dy y col., 1990). Estas modificaciones ocurren a varios niveles, alteraciones en el metabolismo y
niveles de Zn++ (Buhl y col., 1996; McGinty y col., 1988), en la expresion de neurotrofinas y un
incr!cmento de forma transitoria del mRNA que codifica para el NGF y BNDF (Isackson y Gall,
198'9; Emfors y col.,1991; Sato y col.,1996). Estudios anatémicos han mostrado que tanto la
epilepsia humana como los modelos experimentales inducen un aumento en el nimero de
ramjﬁcaciones de las fibras musgosas, fenomeno conocido como “sprouting” (Babb y col.,1991;
[sok‘awa, y col., 1993; Represa y col., 1993; Cavazos y Sutula, 1990; Qiao y Noebels, 1993). Otros
carqbios comprenden modificaciones en e_l contenido y liberacién de péptidos opiodes (Vindrola y
col.,‘ 1981; Talavera y col., 1989), la induccion de genes tempranos (Dragunow y Robertson, 1988),
la rcjgulacién y transcripcién de genes de péptidos opiodes y factores de transcripcion (Przewlocki y
col.g 1995), cambios en la homeostasis del Ca++ y de flujos iénicos (Mody y Soltesz, 1993; Mody, ¥
col.,ll994) y un incremento en la expresion de la GAD (Lehman y col,.1996). Se han observado
alte;aciones en la expresién de los receptores metabotrépicos al glhetamato del grupo Ienel
hipo;campo (Akbary col., 1996). También se presenta una disminucién del nimero de interneuronas

GABAérgicas del hilus como consecuencia de la estimulacion (Sloviter y col., 1987).
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Recientemente, por medio de técnicas electrofisioldgicas se emostré que las crisis convulsivas
pi()lducidas por kindling amigdalino o por administracién dé PTZ inducen transmisiéon GABAérgica
y glutamatérgica simultdnea de las células granulares sobre sus ¢élulas blanco (Gutiérrez, 2000;
Gu?tiérrez y Heinemann, 2001; (Figura 3).Lo cual apoya fuertemente la posibilidad de que las

células granulares coliberen glutamato y GABA.

Control
" B NBQX+5APV

—

|

P Post crisis

| C N

| S

} 5mv

100 ms

Fi‘gura 3. A. Respuestas sinapticas de una célula piramidal evocada por la estimulacién del giro dentado, en situacién
eontrol. B. Los potenciales sinipticos son bloqueados por la perfusion de antagonistas a receptores al glutamato (GluRA’s
en preparaciones control. En preparaciones de animales que se les indujo una crisis convulsiva por Pentilenetetrazol (C) o
en animales que fueron sometidos a un proceso de epileptizacién conocida como kindling (D) y tras la perfusién de

GlRA's se aisla un potencial inhibitorio rapido de corta latencia (modificado de Gutiérrez, 2000)

{ e} artefacto de estimulacién
|
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4.1. JUSTIFICACION

Ll?s células granulares del giro dentado del hipocampo son glutamatérgicas, sin embargo, contienen
GAD, enzima limitante para la sintesis de GABA (Sloviter y col., 1996; Lehmann y col., 1995;
Sandler y Smith 1991). Ademds, después de crisis convulsivas se ha observado un incremento de la
expresién de GAD (Sioviter y col., 1996; Lehman y col., 1995; Schwarzer y Sperk, 1995} y la
h apgricién de transmision simultanea de GABA y glutamato en la sinapsis del giro dentado y células
piramidales de CA3 (GuliléITBZ, 2000; Gutiérrez y Heinneman, 2001). A partir de estas evidencias, se
ha| propuesto la hipbtesis de que la células granulares del giro dentado pueden coliberar GABA y
glutamato después de la induccion de crisis convulsivas por ¢l modelo de kindling. Sin embargo, una
sola crisis también induce la liberacién simultinea de estos aminodcidos y no se sabe si una sola
crisis es capaz de inducir un incremento de GAD. Al mismo tiempo la estimulacion in vitro, que
produce una potenciacion, pero no crisis convulsivas, también induce la liberacidn simultinea. Con
base en esto, si la liberacion simultinea de GABA y glutamato depende de la excitabilidad y si es
cierto que la sintesis de GABA también depende de ésta, deberemos observar que la GAD se regula

por la excitahilidad, independientemente de la presencia de crisis.
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!‘4.2. HIPOTESIS

l

hLa transmisién GABAé€rgica y glutamatérgica simultinea en la sinapsis de las fibras musgosas dei
giro dentado y las células piramidales de la zona CA3 del hipocampo, inducida por crisis convulsivas

0 por estimulacién repetitiva no epileptogénica in vitro, debera coincidir con un aumento en la

expresion de GAD en las ¢€lulas granulares del giro dentado.

4.3, OBJETIVO GENERAL

Determinar el curso temporal de la sobreexpresion de GAD en el giro dentado de la rata, con técnicas

inmunchistoquimicas y su correlato con los hatiazgos electrofisioldgicos.

4.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

|

- Arnalizar la expresion de GAD en animales normales

- Analizar la expresion de GAD en animales epileptizados por el métedo de kindling 1 y 30 dias

después de la ultima crisis.

! . . . .
- Determinar la expresiéon de GAD en animales a los que se les indujo una crisis aguda por

administracién de pentilenetetrazol.

- Analizar [a expresion de GAD en rebanadas de hipocampeo estimuladas a alta frecuencia.
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Capitulo V. MATERIAL Y METODO

Se realizaron experimentos de inmunocitoquimica a la GAD67 en tejido de ratas Wistar. Se

utilizaron 15 ratas macho de 250 a 300g de peso, mantenidas en condiciones controladas de
[ . . N

temperatura y luz, con agua y alimento sin restriccion.

5.1. Procedimiento para el método de epileptizacién, kindling

Prep?racién quirirgica
A Los Eanimales fueron an%.::‘stesiados con ketamina (70 mg/kg). La rata se colocd en un aparato
estereotdxico (Kopf) y sé implantd un electrodo bipolar de acero inoxidable en el niicleo basolateral
de la amigdala 'izquicrd‘a del lébulo temporal (coordenadas AP 2.5; L 5; H 8.5; atlas de Paxinos y
Watslon, 1996). El electrodo se fijé al crdneo con acrilico dental. Una vez concluida [a cirugfa, las

| . . s g . . .. ay v .
ratas se sometieron a un periedo de recuperacién de una semana con administracion de antibitticos

(formizina 0.1 mi 1000U1, i.p. y terramicina 20 mg/kg v.0.) para evitar infecciones.

Protocolo de estimulacion eléctrica

‘Tranlscurrido el periodo posoperatorio, se fij6 el umbral de estimulacién eléctrica que se define como

la in#ensidad minima de estimulacion que puede provocar una postdescarga electroencefalograficaen
la es:tructura cerebral estimulada y cambios conductuales observables que pueden ser: inmovilidad o
cierre del ojo ipsilateral (guifio). A partir del dia siguiente, los animales se estimularon diariamente
con la intensidad umbral determinada para cada uno (ca 500 pA) con un tren de pulsos rectaﬂgulares
de 1j ms de duracion durante un segundo a 60 Hz. Los cambios conductuales producidos por la
estimulacion diaria, a lo largo del proceso, se evaluaron segiin la escala conductual descrita por
Racilne 1972. Los animales épileptizados por el método de kindling fueron estimulados hasta obtener
5 crlisis convulsivas generalizadas (CCG). '

!
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5.2! Crisis agudas provocadas por pentilenetetrazol
Se administrd el agente convulsivante péntilenetetrazol (PTZ)en una inyeccion anica (60mg/kg i.p.).
|
Esto produce una crisis convulsiva generalizada de alrededor de 2 minutos de duracién. Los animales
soinetidos a este procedimiento se sacrificaron 2 0 24 horas después de la crisis convulsiva.

|
5.3. Grupos experimentales:

Para su estudio los animales fueron separados de la siguiente forma:
1) IGrupcu control-1: 2 ratas que no fueron implantadas y que no recibieron ningiin tratamiento.
| .
2) Grupo control-II: 2 ratas implaﬁtadas con un electrodo de estimulacidn en la amigdala izquierda,

que no fueron estimuladas.

3 :Grupo kindling-I: 4 ratas que se implantaron con un electrodo en amigdala izquierda y que se
esl:imularon hasta generar cinco crisis generalizadas. Los experimentos inmunohistoquimicos se
rca:lizaron Y se procesaron 24 horas después de la ultima crisis.

|
4) Grupo kindling-II: 3 ratas que se implantaron con un electrodo y que se estimularon hasta generar
cinco crisis generalizadas. Los experimentos inmunchistoquimicos se realizaron 30 dias después de
la ultima crisis.

|
5) ‘Grupo PTZ: 4 ratas a las que se les produjo una crisis convulsiva generalizada tinica con una
inyeccién de pentilenetetrazol (PTZ). Los experimentos inmunohistoquimicos se reatizaron 2 horas

.

l i
(2 Iratas) y 24 horas (2 ratas) después de la crisis
!
Firlla]mc:nlc se realizaron experimentos inmunohistoquirnicos en 3 rebanadas combinadas de corteza
eniorrinal-hipocampo a las que se les sometid a un protocolo de estimulacién eléctrica in vitro. Este
| . . .., L, . ..
pr?tocolo indujo potenciacién a largo plazo de las respuestas sindpticas sin evocar actividad
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epileptiforme. Este consistio en 12 estimulaciones de la via perforante, con un intervalo de 15
min;ulos entre ellas. Cada estimulacion consistid en tres trenes de 1 s de duracion con pulsos de

0.1 ms de duracién a 100 Hz con un intervalo de 1 minuto entre ellos.

|

5.4] Preparacion del tejido para los estudios inmunohistoquimicos.

Los‘ animales fueron anés_.tcsiados con una dosis de pentobarbital sédico (Anestesal 50 mg/kg ip.)y
se perfundieron via intréléardiaca con 25 ml de buffer fosfatos 0.1 M (pH 7.4) y heparina (Lab Piza
60(:}11L/1itro de so]ucic'm):, y posteriormente con 500ml de paraformaldehido 4% en buffer de fosfatos
0. l;M pH 7.4 2 4°C. Posteriormente se extrajeron los cerebros y se colocaron en 20 m! de la solucion
fij afdora durante dos horas y después se trasladaron a una solucion de sacarosa al 30% en buffer de

| . . .
fosfatos, para su crioproteccién en donde permanecieren por 36 horas a 4 °C.

|
I
|
!
Los cortes se obtuvieron en un microtomo de desiizamiento (Jung Histoslide 2000R. Leica.) el
cerebro se colocd en posicidn antero-posterior sobre la base de hielo v se congelé a -20°C. Se

realizaron cortes coronales de 30 um de grosor, y se colectaron en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4.

5.5. Inmunohistoquimica para la GAD

|
La inmunohistoquimica contra la GADG67 se realizé por libre flotacion. Se lavaron los cortes durante
15 minutos en PBS, posteriormente se incubaron en una solucion de 0.3%, de H;0; en PBS para
bioquear la actividad de la peroxidasa enddgena durante 10 minuios (excepto para las rebanadas
. combinadas de corteza entorrinal-hipocampo que fueron incubadas 5 minutos mas). Se lavaron 3
ve%ces durante 10 minutos con PBS y después se incubaron en la solucidn de bloqueo (10% de suero

nc;armal de caballo, 1% de gelatina y 0.3 % de triton x-100). Posteriormente, se incubaron con el

m"nicuerpo policional a una dilucién 1:1000 (en los animales con kindling el titulo dei anlicuerpe
|

t
I
\
i
!
|
|
|
|
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fue '1:1500; Chcmicpn No. Cat. AB 108) en PBS y 5% de suero, durante 36 horas a 4°C con
agit:élcién constante. Se lavaron los cortes 4 veces durante 10 minutos y después se incubaron con el
segl"mdo anticuerpe anticonejo IgG biotinilado (Amersham Pharmacia Biotech RPN 1004) en una
dilu_'cién 1:800. Se lavaron los cortes 4 veces por 10 minutos y se procesaron con el Kit ABC
(Vefctastain, Vector, Labs.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron los cortes 4 veces por
10 lr‘ninutos y se reveld (se utilizé como substrato H202 y como cromdgeno diamonobenzidina). La
sochién de revelado consistié en diaminobenzidina (DAB 10 mg/ 25 ml PBS 10 mM) y sulfato de
niq_‘ucl (30%) y los cortes se incubaron por 10 minutos {excepto las rebanadas combinadas de
co:l‘teza—hipocampo que sdlo fueron incubadas la mitad del tiempo). La reaccién enzimatica se detuvo

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

resina entellan (Merck).

{
5.6. Anilisis histolégico:

I
Los cortes se analizaren con un microscopio invertido {Axiovert-100 Zeiss). La inmunorreactividad
de la GAD se observa como una marca obscura que destaca del fondo blanco en las diversas zonas
del hipocampo. Los resultados se ilustran con fotomicrografias obtenidas a diversos aumentos

qndicados en la seccién de resultados, segin corresponda), con una cimara fotografica MC 80 DX.
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Capitulo V1. RESULTADOS

Entodos los experimentos se procesé al paralelo tejido que no fue incubado con anticuerpo primario
& sec'undario, para demostrar la especificidad de la inmunotincién. Los resultados obtenidos al
realizar la inmunchistoquimica de GAD67 en las diferentes condiciones de hipcrexcitacién fueron

los siguientes:

6.1. Glrupo Control:
$

Los resultados de ratas controles y las que fueron implantadas, pero no estimuladas, se expresan
denlroltde un mismo grupo, denominado control, debido a que al analizarlas no se observo ninguna
difererlicia. En este grupoe (Figura 1) se observé inmunotincién en interneuronas inhibitorias y células
en ca1l1asta en la base del giro dentado y sélo algunas células granulares presentaron
inmun(l)rreactividad para la GAD67 en estas condiciones (Figura 2).También se detectd
inmunorreactividad, en las fibras musgosas. Como era de esperarse, 1o se observo inmunotincion en

las células piramidales de la zona de CAL.



Figqua 1. Conte coronal del hipocampo obtenido de una rata control donde se muestra la

| ‘

inmﬁhnotincién con GADG7. Nétese la marca de GAD&7 en las interneuronas, tanto de la base cotno

de CA3 vy en las de la zona fibras musgosas y su ausencia en el giro dentado. Barra de calibracién:

100um.

Unas pocas células granulares son inmunorreactivas para GAD67 en condiciones control. También

se detecto tineidn en algunas interneuronas de la base del giro dentado y del hilus. Equivalenciade la

barra: 20pm.
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6.2% Crisis tnica inducida por pentilenetetrazol (PTZ).

Cu:‘z;ndo se generd una sola crisis aguda por inyeccion de PTZ, no se incrementa la
!
inmunorreactividad de GADG67 en el giro dentado, pero si en las fibras musgosas (Figura 3).Ademads,

las Télulas en canasta que se localizan entre la base del giro dentado y la capa polimérfica se

obse‘lrvan mds densamente marcadas (Figura 4).

Figura:‘3. Fotomicrografia donde se muestra un corte coronal de hipocampo proveniente de una rata

que pre}senté un sola crisis y que fue procesada 2 horas después de la crisis. La barra equivale a 100

pm.
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Figura 4. Esta fotografia es un acercamiento del giro dentado (GD) de la figura anterior, en la que se
muestra un incremento de inmunotincion en las células en canasta y en las interneuronas del hilus
(H). Sin embargo la falta de tincién del giro dentado es similar a las condiciones control. La barra

equivale a 20um.
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6‘3 Grupo epileptizado por el método de kindling y procesado 24 horas después

En los animales que fueron estimulados hasta generar 5 crisis convulsivas y que se procesaron un dia
después de la iltima crisis, se observé una marcada inmunorreactividad en el giro dentado yenlas

fibras musgosas figura 5. Los somas de las células granulares muestran una alta inmunorreactividad,

figura 6,

Figura 5. Fotomicrografia donde se muestra un corte coronal de 30pm de grosor del hipocampo

proveniente de una rata epileptizada por ¢l método de kindling y que sc procesé 24 horas después de
la iltima crisis. En esta fotografia se muestra una densa inmunotincién tanto en las células granulares

como &n sus axones. La barra equivale a 100um.




Figlura 6. Fotografia, a mayor aumento del mismo tejido de la figura anterior, donde se muestra la

capa granular con inmunorreactividad y algunas células marcadas en et hilus. La barra equivale a

QOpm.
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6.4. Animales epileptizados por ¢l método de kindling, y procesados 30 dias después de Ia

;
ﬁlt,ima crisis.
l
En los animales que se dejaron de estimular durante un mes, no se present6 un incremento en la

expresion de la GADG67 en las células granulares del giro dentado. Sin embargo, algunas células
|

| . . . .
grz}nulaxes e interneuronas son inmunorreactivas. Por el contrario, las fibras musgosas conservan una

alt%i inmunorreactividad (Figura 7). En la figura 8 se muestraun acercamiento del giro dentado y no

|
se observa inmunotincién en los somas de las células granulares.

|
I
1
t
I
!
i
|
|
i
Fiéura 7. Fotomicrografia donde se muestra un corte de hipocampo de rata que se epileptizé por el
[

méltodo de kindling hasta generar 5 crisis convulsivas generalizadas y que no fue estimulada durante

un mes. En estas condiciones se observé que las céiulas granulares, al igual que en ¢l grupo control,

no presentan inmunorreactividad a GAD67. Por el contrario, las fibras musgosas estan claramente

I
marcadas. La barra equivale a 100 pm.
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7 excepto en algunas células granulares, € interneuronas. La tarra equivale
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6.5. Rebanadas de hipocampo estimuladas a alta frecuencia.

enlamisma cimara de registro fueron procesadas al mismo tiempo. Una de cada par fue estimulada

[
t
Rebanadas combinadas de corteza entorrinal-hipocampo provenientes de la misma rata y perfundidas

| re . R .
¥ la otra se utilizé como control. Se observé que en las rebanadas estimuladas a alta frecuencia
i . )

durante 3 horas, en las que se comprobé electrofisiologicamente !a induccién de transmision
glutamatérgica y GABAérgica simultinea, se indujo la expresion de GAD67 en el giro dentado y en

|
|
las fibras musgosas (Figura 9).

|
f

Figura 9 Fotomicrografia que muestra las diferencias de inmunorreactividad a GAD67 en el giro

‘ . .
"dentado en una rebanada control ( lado izquierdo) y otra que fue estimulada a alta frecuencia con un

|protocolo tipo LTP (lado derecho). Nétese la densa inmunorreactividad en el giro dentado de la
I
rrebanada que fue estimulada. La barra equivale 20 pum.
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DISCUSION
|

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis concuerdan con los reportes previos que muestran fa

i
presencia de GAD en las células granulares de ratas normales (Sloviter y col.,1996; Lehmann y

cé;l.,1996). La presencia de esta enzima no habia sido explicada y se pensaba que podia tener una
funcién neurotrofica. Reportes posteriores mostraron que la sintesis de esta enzima se incrementaba
después de crisis convulsivas provocadas por la estimulacion eléctrica continua de la via perforante y
por inyeccién de 4cido kainico (Sloviter y col., 1996 Schwarzer y Sperk 1995; Lehmann y col,,
1996). Estas evidencias ﬁermiticron sugerir que las células granulares eran capaces de sintetizar y,

eventualmente, liberar GABA.

Esto no fue corroborado sino hasta que, por medio de técnicas electrofisiologicas, Gutiérrez (2000) y
Guuerrez y Heinemann, (2001) demuestraron que las crisis convulsivas inducen liberacion
smullanea de GABA y glutamato en la sinapsis fibras musgosas-CA3. Esta liberacion es transitoria,

I
yes paralela a la sintesis transitoria de la GAD.

|

Qi bien estos resultados se obtuvieron después de inducir un estado epiléptico, Gutiérrez (2000}
demostré que una sola crisis era capaz de inducir la liberacion simultéanea de ambos aminodcidos. A
p|artir de estos resultados, resultaba importante determinar si la causa de la sobreexpresién de GAD

en esta sinapsis era debida a un proceso de epileptizacidn o si la presencia de crisis convulsivas

generalizadas aisladas es suficiente para inducir la sobreexpresién de la GAD.

Los resultados de este trabajo indican que el patron regional de expresion de la GAD depende del
lilempo que el sistema estd sujeto a un estado de hipcrexcitabilidéd. Asi, después de una crisis
convulsiva generalizada no se incrementa la inmunorreactividad a esta enzima en ¢l giro dentado, en
lcl)s somas de las células granulares, pero si en sus axones. Al parecer, una sola crisis no es capaz de
p:roducir un incrermento de la enzima en los somas, pero si de su mRNA, ya que previamente habia

! -
sido descrito que una sota crisis provocada por 4cido kainice incrementa transitoriamente el mRNA
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quc codifica para la GAD67 en el giro dentado (Schwarzer y Sperk, 1995). Esto sugiere que el
mRNA presente es traduccionalmente suprimido. Sin embargo, nosotros encontramos que después de
una sola crisis sf se observa un incremento en la inmunorreactividad en las interneuronas conocidas
como células en canasta que se localizan en la base del giro dentado, esto coincide con el aumento

del mRNA para la GAD67 en estas células (Schwarzer y Sperk, 1995).

Por otro lado, la estimulacién in vitro de la via perforante durante 3 horas, que no genera actividad

!Lepiléptica, induce un incremento significativo de la expresion de la GAD en el giro dentado. Esta

te)n:prf:sic'm coincide con la deteccién de transmision GABAérgica y glutamatérgica simultinea

(Gutiérrez, 2001 enviado a publicacion). A diferencia de aqueilos ensayos con PTZ, en los que se
muestra una expresion de la GAD localizada en las terminales, en estos experimentos se observo
incremento de la inmunorreactividad a la GAD tanto en giro dentado como en las fibras musgosas.

Estos resultados estan de acuerdo con la hip6tesis de que la expresion diferencial de GAD67 en giro

|dentado y en fibras musgosas depende del tiempo en el cual el sistema es sometido a periodos de
1hiperexcitaci()n, donde la presencia repetida de crisis convulsivas (kindling) o la estimulacién in

Ivitro por tres horas induce la presencia de GAD en el giro dentado, mientras que crisis aisladas lo

hacen en las terminales.

El incremento transitorio en el giro dentado de las dos isoformas de la GAD por la estimulacion dela
via perforante in vivo durante 24 horas ya habia sido descrita (Sloviter y col., 1996). Por otro lado,
el potencial inhibitorio producido en las células piramidales al estimular el giro dentado en presencia

de bloqueadores de la transmision glutamatérgica también es transitoric. Esto se demostrd al

| estimular de la misma manera al giro dentado un mes después de la altima crisis generada por el
i
[kindling. En estas condiciones, el potencial postsinaptico inhibitorio ya no puede ser evocado.Esto

\coincide con la desaparicion de la inmunorreactividad para GADG67 en la misma regién.
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Con estas evidencias podemos proponer que al presentarse un periodo de hiperexcitacién en este
sistema surge la necesidad de utilizar las reservas de GAD existente, pero, si las condiciones de
hlpercxcltabxhdad permanecen o se incrementan, se necesitara mayor cantidad de esta enzima por lo
quc el giro dentado comenzard a sintetizarla. Estos datos estin de acuerdo con las evidencias que
|muestran la induccién de co-transmisién glutamaterglca y GABAérgica de las fibras musgosas en: a)
Ianimales que presentaron una sola cris.is, y que no mostraron un incremento de esta enzima en el giro
“dentado, pero si en las fibras musgosas; b) animales sometidos a hiperexcitacion constante (kindling),
que presentaron inmunorreactividad tanto en giro dentado como en fibras musgosas y ¢)

i . . : - " . .. .
preparaciones estimuladas por tres horas in vitro, que también muestran inmunormreactividad en giro

dentado y en sus prolor{gaciones.
| ' :

|

IUna interrogante que tiene que explorarse ain es el hecho de que la aparicion de co-transmision de
l
i
‘musgosas cuando se sabe que la sintesis de GABA no es realizada exclusivamente por la GADG7.

GABA y glutamato coincide con un incremento de la inmunoreactividad de GAD&7 en las fibras

De hecho, es de esperarse que la isoforma que se incremente sea la GAD65 que se ha asociado con la
!sintesis de GABA en la sinapsis (Martin y Rimvall, 1993).

|

'La presencia de las dos isoformas de la GAD {65, 67) yel GABA en condlclones normales en las
celulas granulares (Sloviter y col.,1996; Sandler y Smith 1991), y los registros obtenidos por medio
‘de Ja técnica de fijacién de voltaje que han revelado una respuesta GABA¢rgica monosinaptica en
CA3 a la estimulacion de las fibras musgosas (Walker y col., 2001) indican que el hecho de que no se
observe la transmision GABAerglca en las células piramidales después de bloguear la transmision
glutamaterg:ca sugieren que el incremento de laGAD y, consccuentememe del GABA después del
Ikmdlmg, son condiciones necesarias para que la neurotransmision mhlbnorla sea evidente.

|

‘Los hallazgos presentados en este trabajo corroboran reportes previos que muestran que las células
granularcs del giro dentado son capaces de sintetizar GAD67 en respuesta a periodos de

|
hiperexcitabilidad { Sloviter y col., 1996; Lehmann y col., 1996) y los extienden al determinar que el
41
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patron regional de esta sintesis depende de la actividad y finalmente, hemos correlacionado €stos con
hallazgos.electrofisioldgicos. Estos Gitimos demuestran que la cotransmision de GABA y glutamato
s;: presenta al aumentar la sintesis de GAD. En un trabajo reciente de nuestro laboratorio (Gomez-
L}':ra y col., 2001), hemos demostrado que este incremente de la sintesis de GAD va aunado al
iécremento de 1a concentracion de GABA en las terminales de las fibras musgosas. Por ultimo,
recientemente se determiné que el mRNA que codifica para el transportador vesicular de GABA
(.VGAT) esta presente en las células granulares y en sus axones y que su expresion es dependiente de
ll'i actividad del sistema (Lamas, y col.,2001). Estas evidencias, en conjunto, demuestran que las
) c:élulas granulares a pesar, de ser glutamatérgicas, poseen la maquinaria enzimatica necesaria para la

sintesis, vesiculacién y liberacion de GABA.

Nuestros hallazgos ponen en evidencia que la expresion de GADG7 en las células granulares se
presenta en funcién del incremento de la excitacion del sistema. A su vez, la presencia de transmisién
Ej;lutamatérgica y GABA¢érgica simultanea de las fibras musgosas, después de la inducci6n de crisis
(::onvulsivas generalizadas o de potenciacién de la transmision sinaptica, nos permiten proponer que
l:a respuesta GABAérgica emerge posiblemente como un mecanismo compensatorio para prevenir la
!gencracién o generalizacién de la hiperexcitabilidad en ¢l hipocampo evitando que sea transmitida a

|
otras estructuras.
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