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RESUMEN 
 
El sistema límbico está integrado por estructuras corticales y subcorticales implicadas en 

manifestaciones emocionales y procesos de aprendizaje. En roedores, el septum medial 

es una de las estructuras más relevantes de dicho sistema debido a la densidad de 

poblaciones neuronales colinérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas que se proyectan 

hacia el hipocampo a través de la fimbria-fórnix. Dichas proyecciones entre el septum 

medial y el hipocampo son recíprocas y en conjunto se conocen como la vía septo-

hipocampal, crucial en la generación de la actividad eléctrica hipocampal conocida como 

ritmo theta. En ratas, estas oscilaciones van de los 4-12 Hz y aparecen mientras los 

animales duermen, caminan o exploran. Diversos estudios realizados en modelos 

animales han sugerido que la ausencia de estas oscilaciones podría relacionarse con la 

patogénesis de la epilepsia del lóbulo temporal. Este tipo de epilepsia se caracteriza por: 

1) ser la forma más frecuente de epilepsia con crisis focales secundarias a una etiología 

estructural, 2) tener un número elevado de pacientes que reportan algún tipo de factor 

predisponente en etapas tempranas de su vida y 3) presentar un elevado porcentaje de 

pacientes resistentes al tratamiento farmacológico. En este trabajo usamos un modelo 

animal para lesionar poblaciones neuronales específicas del septum medial (mediante el 

uso de saporinas), alterando también la integridad de zonas alejadas pero conectadas al 

sitio de inyección. Esto nos permitió evaluar y caracterizar la histopatología en regiones 

del sistema límbico tras la lesión selectiva del septum medial, cuyos resultados más 

representativos se observaron en el grupo GABAérgico al presentar menor cantidad de 

neuronas, daño axonal y la presencia de la proliferación aberrante de fibras musgosas, 

factor reportado anteriormente en epilepsia del lóbulo temporal. 
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ABSTRACT 
 
The limbic system is composed of cortical and subcortical structures involved in emotional 

manifestations and learning processes. In rodents, the medial septum is one of the most 

relevant structures of this system due to the density of cholinergic, glutamatergic and 

GABAergic neuronal populations that project to the hippocampus through the fimbria-

fornix. These projections between the medial septum and the hippocampus are reciprocal 

and together are known as the septo-hippocampal pathway, crucial in the generation of 

hippocampal electrical activity known as theta rhythm. In rats, these oscillations range 

from 4-12 Hz and appear while the animals are sleeping, walking or exploring. Several 

studies in animal models have suggested that the absence of these oscillations could be 

related to the pathogenesis of temporal lobe epilepsy. This type of epilepsy is 

characterized by: 1) being the most frequent form of epilepsy with focal seizures 

secondary to a structural etiology, 2) having a high number of patients who report some 

type of predisposing factor early in life, and 3) presenting a high percentage of patients 

resistant to pharmacological treatment. In this work we used an animal model to lesion 

specific neuronal populations of the medial septum (using saporins), also altering the 

integrity of remote areas connected to the injection site. This allowed us to evaluate and 

characterize the histopathology in regions of the limbic system after selective lesioning of 

the medial septum, whose most representative results were observed in the GABAergic 

group by presenting fewer neurons, axonal damage and the presence of aberrant 

proliferation of mossy fibers, a factor previously reported in temporal lobe epilepsy. 
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INTRODUCCIÓN. 
 

El papel funcional y estructural del sistema límbico. 
 

El sistema límbico (del latín limbus, que significa borde o margen) está integrado por un 

amplio grupo de estructuras corticales y subcorticales implicadas en manifestaciones 

emocionales (placer, tristeza, miedo, enojo) y en la regulación de procesos de 

aprendizaje y memoria (Catani et al., 2013). En roedores, una de las regiones límbicas 

más interconectada es la integrada por el septum medial y la banda diagonal de Broca 

recibiendo aferencias del hipocampo, de la amígdala, de los núcleos supra-mamilares, 

del tálamo y del área tegmental ventral, y projectando hacia la amígdala, el área 

tegmental ventral, el hipotálamo y toda la formación hipocampal (Swanson & Cowan, 

1979; Fuhrmann et al., 2015). Importante mencionar que los límites anatómicos entre el 

septum medial y la banda diagonal de Broca no son claros debido a la similitud 

neuroquímica y funcional que hay entre estas estructuras. Por ello, para facilitar la lectura 

de este trabajo de tesis, este complejo septal será referido a lo largo del texto como 

septum medial (Figura 1).  

 

Figura 1. Representación del complejo septal. Compuesto por el septum medial (MS) y la banda 

diagonal de Broca (DBB), a su vez compuesta por la sección verFcal (VDB) y horizontal (HDB). 

Figura modificada de (López-Morales et al., 2023). 
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Las diferentes poblaciones neuronales dentro de la vía septo-hipocampal. 
 

El septum medial alberga poblaciones de neuronas colinérgicas, glutamatérgicas y 

GABAérgicas, todas ellas conectadas entre sí (Kiss, Patel, Baimbridge, et al., 1990; 

Hajszan et al., 2004; Leão et al., 2015) y proyectándose hacia ciertas regiones cerebrales 

como el hipocampo a través del sistema fimbria-fórnix (Sun et al., 2014). La mayoría de 

estas proyecciones (alrededor del 65%) son colinérgicas, conectándose principalmente 

con las neuronas piramidales de CA1 y representando la principal fuente de liberación de 

acetilcolina hipocampal (Frotscher & Léránth, 1985; Kiss, Patel, & Freund, 1990; Sun 

et al., 2014). En el caso de las proyecciones glutamatérgicas, éstas representan 

aproximadamente el 23% del total de conexiones septo-hipocampales (Colom et al., 

2005) y se conectan principalmente a las interneuronas hipocampales localizadas en CA1 

(específicamente a nivel de stratum oriens) (Sun et al., 2014); diversos estudios las han 

relacionado con la actividad locomotora (Li et al., 2012; Fuhrmann et al., 2015; Robinson 

et al., 2016; Justus et al., 2017). Finalmente, la población de neuronas GABAérgicas del 

septum medial, una población heterogénea que ha sido clasificada con base en su 

reactividad a parvalbúmina (PV), a somatostatina o a la activación de canales HCN (por 

sus siglas en inglés: hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated) (Freund, 1989; 

Sotty et al., 2003; Varga et al., 2008). Estas proyecciones GABAérgicas septales 

conectan principalmente con las interneuronas GABAérgicas hipocampales que 

expresan PV (Freund & Antal, 1988; Freund, 1989; Sun et al., 2014). Importante resaltar 

que en el caso específico de las conexiones GABAérgicas, éstas no sólo viajan del 

septum medial al hipocampo sino también a la inversa, formando un circuito conocido 

como la vía septo-hipocampal (Tóth et al., 1993; Takács et al., 2008). 

 

Una de las principales funciones de la vía septo-hipocampal es la generación de la 

actividad eléctrica hipocampal conocida como ritmo theta (Buzsáki, 2002). En ratas, estas 

oscilaciones van de los 4 hasta los 12 Hz y aparecen mientras los animales duermen 

(sueño de movimientos oculares rápidos), caminan o exploran (Buzsáki, 2002, 2005; 

Buzsáki & Moser, 2013). Diversos estudios han sugerido que tanto las conexiones 

colinérgicas (Simon et al., 2006; Zhang et al., 2010) como glutamatérgicas (Fuhrmann 

et al., 2015) y GABAérgicas (Varga et al., 2008) contribuyen de alguna forma en la 
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generación de estas oscilaciones hipocampales. Sin embargo, trabajos realizados en 

modelos animales de epilepsia, han sugerido que la ausencia de estas oscilaciones 

podría relacionarse con la patogénesis de la epilepsia del lóbulo temporal (Miller et al., 

1994; Colom et al., 2006; Chauvière et al., 2009). 

 

 

La epilepsia como resultado de alteraciones en la vía septo-hipocampal. 
 

La epilepsia se define como un trastorno cerebral crónico que se caracteriza por la 

predisposición continua a presentar crisis epilépticas espontáneas y recurrentes (Fisher 

et al., 2005). Comprende más de 40 síndromes clínicos y afecta a casi 60 millones de 

personas a nivel mundial. Estudios epidemiológicos mexicanos reportan una prevalencia 

(número de casos activos, es decir, pacientes que hayan sufrido una crisis epiléptica en 

los últimos cinco años y/o se encuentren bajo tratamiento) de 15 casos por cada 1000 

habitantes(Tulio-Medina et al., 2001; Guzmán-Jiménez & Velasco-Monroy, 2016). En el 

caso específico de la epilepsia del lóbulo temporal, ésta se caracteriza por: 1) ser la forma 

más frecuente de epilepsia con crisis focales secundarias a una etiología estructural 

(Manford et al., 1992), 2) tener un número elevado de pacientes que reportan haber 

sufrido algún tipo de factor predisponente (crisis febril, traumatismo craneoencefálico 

severo, status epilepticus) en etapas tempranas de su vida (Sultana et al., 2021) y 3) 

presentar un elevado porcentaje (30%) de pacientes resistentes al tratamiento 

farmacológico, situación usualmente asociada a la presencia de esclerosis hipocampal 

(Walker, 2015).  

 

A nivel clínico resulta muy complicado dar un seguimiento al proceso epileptogénico pues 

generalmente los pacientes llegan con la enfermedad establecida. Por ello, la relevancia 

de los modelos animales pues nos ayudan a representar las características celulares, 

moleculares, clínicas y fisiopatológicas de una enfermedad. En este trabajo usamos un 

modelo animal en el que es posible eliminar poblaciones neuronales específicas 

mediante la inyección intracerebral (septum medial) de toxinas conocidas como 

saporinas. Estas sustancias inactivan el ribosoma de las células a través de la inhibición 
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de la síntesis de proteínas, provocándoles la muerte. Una de las saporinas usadas en 

este trabajo, se utilizó para dañar a la población de neuronas GABAérgicas del septum 

medial (GAT1-SAP) (Pang et al., 2011; Roland, Stewart, et al., 2014, 2014) y la otra para 

dañar a la población de neuronas colinérgicas de la misma región cerebral (192-IgG) 

(Ferencz et al., 2001; Soares et al., 2019). Esto nos permitió evaluar y caracterizar las 

anomalías histológicas que aparecieron en regiones cerebrales alejadas pero conectadas 

al sitio de inyección.  
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ANTECEDENTES. 
 

El sistema límbico está integrado por la formación hipocampal, el área septal, el aŕea 

subcallosa, el cíngulo, el giro parahipocampal, el núcleo accumbens, el complejo 

amigdalino, los cuerpos mamilares, el sistema rinencefálico (formaciones olfatorias), la 

corteza órbito-frontal y todos aquellos fascículos de sustancia blanca que interconectan 

estas estructuras entre ambos hemisferios (Catani et al., 2013). 

 

Las estructuras que integran a la formación hipocampal se encargan de llevar toda la 

información que viene de las áreas somatosensoriales y asociativas neocorticales hacia 

el giro dentado y el hipocampo. El hipocampo, en particular, es una prominencia de 

sustancia gris dividida en cuatro subregiones denominadas como cornus ammonis (CA1-

CA4) (McDonald et al., 2010). Diversos estudios han reportado que el hipocampo es 

crucial en los procesos de aprendizaje y memoria debido, en parte, a la elevada 

capacidad que tiene para establecer conexiones plásticas con regiones intra- y extra-

límbicas (Tzilivaki et al., 2023). Sin embargo, esta característica es la que también lo 

implica en el proceso epileptogénico (Scharfman, 2007).  

 

Las proyecciones glutamatérgicas son las principales eferencias hipocampales, las 

cuales se juntan en la fimbria y viajan a través del fórnix (lámina de sustancia blanca 

constituida por axones mielinizados y no mielinizados) hasta alcanzar el núcleo septal 

lateral (Swanson & Cowan, 1977, 1979). A partir de este núcleo, se proyectan fibras 

GABAérgicas hacia el complejo conocido como núcleo septal medial – banda diagonal 

de Broca, dentro del cual está interconectada una población heterogénea de neuronas 

(Kiss, Patel, & Freund, 1990; Hajszan et al., 2004; Leão et al., 2015). Finalmente, de este 

complejo se proyectan fibras colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas que llegarán 

al hipocampo a través del mismo sistema fimbria-fórnix (Amaral & Kurz, 1985; Unal et al., 

2015). En conjunto, todas estas conexiones establecen un circuito conocido como la vía 

septo-hipocampal, crucial en la generación y mantenimiento de la actividad eléctrica 

hipocampal conocida como ritmo theta (Buzsáki, 2002; Unal et al., 2015) (Figura 2). 

Trabajos electrofisiológicos realizados en modelos animales de epilepsia han sugerido 
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que la ausencia de estas oscilaciones podría relacionarse con la patogénesis de la 

epilepsia del lóbulo temporal (Miller et al., 1994; Colom et al., 2006; Chauvière et al., 

2009). Otros estudios tanto clínicos como experimentales han usado la imagenología por 

resonancia magnética con tensor de difusión y han reportado alteraciones específicas en 

el sistema fimbria-fórnix en sujetos con epilepsia del lóbulo temporal (Concha et al., 2005, 

2010; Parekh et al., 2010; Luna-Munguia et al., 2021). 

 

 
 

Figura 2. Comparación de la anatomía de la vía septo-hipocampal en roedores (izquierda) y 

humanos (derecha). En ambos casos se muestra cómo el septum medial (rojo) se conecta con el 

hipocampo (azul) a través del sistema fimbria-fórnix (amarillo).1 y 3) Regiones pre y post 

comisurales de la fimbria o fórnix, 2) núcleo del septum medial). 4) cuerpos mamilares. Imagen 

tomada de Senova, 2020.  

 

En el caso específico de la región septal, está localizada entre el cuerno anterior del 

ventrículo lateral y la parte dorsal de la línea media de la comisura anterior, dividiéndose 

en cuatro subregiones de acuerdo con su ubicación anatómica (lateral, medial, posterior 

y ventral). Desafortunadamente, muchos trabajos se han referido de manera vaga al área 

septal y sólo la han denominado como septum. Aspecto que puede llegar a provocar 

confusión y discrepancia al momento del reporte de resultados. Esto debido a que cada 

región septal cumple con roles funcionales específicos pues cada una conecta con 
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estructuras cerebrales diferentes, recibiendo y proyectando diversos tipos de fibras en 

cada una de ellas (Dutar et al., 1995; Takeuchi et al., 2021). En este proyecto de tesis 

denominaremos a nuestra región de interés como septum medial. Como ya se mencionó 

anteriormente, esta estructura alberga poblaciones de neuronas colinérgicas, 

glutamatérgicas y GABAérgicas, todas ellas conectadas entre sí (Kiss, Patel, Baimbridge, 

et al., 1990; Hajszan et al., 2004; Leão et al., 2015) y proyectándose hacia otras regiones 

cerebrales como el hipocampo a través del sistema fimbria-fórnix (Sun et al., 2014) 

(Figura 2). En este sentido, pocos estudios se han enfocado en el estudio de la 

participación del septum medial en el desarrollo de la epilepsia del lóbulo temporal (Y. 

Wang et al., 2020; Hristova et al., 2021a). 

 

La epilepsia del lóbulo temporal es la forma más frecuente de epilepsia con crisis focales 

secundarias a una etiología estructural, siendo las más comunes: las lesiones cerebrales, 

los tumores, y las malformaciones estructurales de regiones cerebrales específicas  

(Mathern et al., 1995; Engel, 1996; Blair, 2012). Sin embargo, algunos pacientes carecen 

de evidencia inicial alguna que haya precipitado la enfermedad, casos donde los factores 

hereditarios cargan con la causa de la enfermedad (Harvey et al., 1997; Sztriha et al., 

2002). En estos casos, aún se desconocen los mecanismos que subyacen el origen del 

desorden neurológico y los cambios progresivos que van ocurriendo en la microestructura 

de ciertas regiones cerebrales antes de la detonación de la primera crisis epiléptica. A 

nivel clínico resulta muy complicado dar un seguimiento al proceso epileptogénico, por 

ello la relevancia de los modelos animales. Estudios longitudinales realizados en modelos 

animales de epilepsia del lóbulo termporal han descrito cambios estructurales tanto a 

nivel de sustancia gris como de sustancia blanca (Laitinen et al., 2010; Parekh et al., 

2010; van Eijsden et al., 2011; Janz et al., 2017; Salo et al., 2017; H. Wang et al., 2017; 

Luna-Munguia et al., 2021). La inducción del status epilepticus, definido por la Liga 

Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) como resultado de mecanismos que conducen a 

convulsiones anormalmente prolongadas o la falla de los mecanismos que las detienen 

(Trinka, E., 2015), es el factor que detona los diversos cambios conductuales y 

neurofisiológicos característicos de la patogénesis de la epilepsia del lóbulo temporal. Sin 

embargo, aún quedan pendientes los estudios que permitan rastrear los cambios 
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microestructurales e histológicos que ocurren como consecuencia de un sutil defecto o 

daño a nivel de una estructura límbica específica. A la postre, representará el factor 

predisponente capaz de incrementar la susceptibilidad a detonar la primera crisis 

epiléptica y el subsecuente desarrollo de la enfermedad.   
 

El desbalance entre la neurotransmisión excitadora e inhibidora ha sido señalado como 

uno de los mecanismos esenciales de la ictogénesis (proceso a través del cual se inicia 

una crisis epiléptica) (Thomas et al., 2003, 2004; Blauwblomme et al., 2014; Luna-

Munguia et al., 2019) y del desarrollo de la epilepsia del lóbulo temporal (During & 

Spencer, 1993; Cavus et al., 2005, 2008; Luna-Munguia et al., 2011). Reportándose 

niveles extracelulares elevados de glutamato y disminuidos de ácido gamma amino 

butírico (GABA), en ambos casos consecuencia de la pérdida masiva de neuronas y las 

diversas alteraciones que esto provoca a nivel de transportadores, enzimas y receptores 

entre otros.  

 

Otros estudios se han enfocado en el estudio de la participación del sistema colinérgico 

en la epilepsia del lóbulo temporal pues se considera a la acetilcolina como el segundo 

neurotransmisor excitador más abundante a nivel cerebral. Los resultados obtenidos 

sugieren que las fallas en la neurotransmisión colinérgica pueden alterar la actividad del 

ritmo theta hipocampal (en ratas, su rango de frecuencia va de 4 hasta 12 Hz) y 

desencadenar desde trastornos en los procesos de aprendizaje y memoria hasta 

epilepsia (Jerusalinsky et al., 1997; Kitchigina et al., 2013; Lévesque & Avoli, 2018). 

 

En el caso específico de la ELT, 30% de los pacientes desarrollan farmacorresistencia 

(Löscher, 2005; Löscher & Schmidt, 2011). Siendo la esclerosis hipocampal, la anomalía 

estructural más relacionada con dicha refractariedad (Bernasconi, 2006; Blümcke & 

Spreafico, 2012; Thom, 2014; Walker, 2015). Dicha esclerosis hipocampal se caracteriza 

por una pérdida segmentaria de neuronas piramidales y astrogliosis en regiones como 

CA1 y CA4. A nivel de giro dentado se ha reportado una pérdida masiva de neuronas 

hilares asociada a la adopción de un patrón de dispersión de las neuronas granulares, lo 

cual provoca que aumente el grosor y se difuminen los bordes de la capa granular 



14 

 

(Sloviter, 1987; Houser, 1990; Bernasconi, 2006; Blümcke & Spreafico, 2012; Blümcke 

et al., 2013). Este patrón restringido del daño permite diferenciar la esclerosis hipocampal 

de otras patologías como las lesiones isquémicas o hipóxicas, donde el daño suele estar 

más generalizado. 

 

En condiciones normales, la presencia de células piramidales y granulares conforman las 

capas del hipocampo, donde las fibras musgosas son los axones de las células 

granulares que comunican a las piramidales en la región CA3. Sin embargo, bajo 

condiciones patológicas todos los cambios estructurales e histopatológicos culminarán 

en alteraciones a nivel de conectividad, pues la descarga repetida de las neuronas 

granulares destruirá a las células musgosas y neuronas piramidales en CA3 (Sloviter, 

1991; Curia et al., 2014). 

 

Los modelos animales tienen como objetivo representar las características celulares, 

moleculares, clínicas y fisiopatológicas de una enfermedad (Curia et al., 2008). En este 

trabajo nuestra intención no era favorecer los cambios estructurales e histológicos a 

través de la detonación de crisis epilépticas en un modelo animal de epilepsia. Nuestro 

objetivo fue dañar a la población de neuronas GABAérgicas y a la población de neuronas 

colinérgicas del septum medial de ratas sanas (intactas) mediante la inyección de 

saporinas y evaluar los cambios que a la postre se suscitarían tanto en la región septal 

como en estructuras alejadas pero conectadas al sitio de la inyección. Dichas saporinas 

son sustancias que inactivan el ribosoma de las células a través de la inhibición de la 

síntesis de proteínas. Por ello, al conjugarse con anticuerpos específicos son capaces de 

actuar sobre células específicas, provocando la muerte de dichas células y alterando el 

funcionamiento de las regiones aledañas a la inyección. Para dañar a la población de 

neuronas GABAérgicas del septum medial usamos una saporina conocida como GAT1-

SAP (Pang et al., 2011; Köppen et al., 2013; Roland, Stewart, et al., 2014; Zafar & 

Jabeen, 2018). Para el caso de la población de neuronas colinérgicas del septum medial, 

usamos una saporina conocida como 192-IgG-SAP (Silveira et al., 2002; Rosal Lustosa 

et al., 2019; Soares et al., 2019). 

 



15 

 

JUSTIFICACIÓN.  
 

Alrededor de 60 millones de personas sufren epilepsia a nivel mundial. Específicamente, 

la epilepsia del lóbulo temporal es el tipo de epilepsia más frecuente y el más relacionado 

a la farmacorresistencia. Este trastorno se ha asociado a factores predisponentes que 

ocurren en etapas tempranas de la vida del paciente. Sin embargo, algunos pacientes 

carecen de evidencia inicial alguna que haya precipitado la enfermedad. En estos casos, 

aún se desconocen los mecanismos que subyacen el origen del desorden neurológico y 

los cambios progresivos que van ocurriendo en la microestructura de ciertas regiones 

cerebrales antes de la detonación de la primera crisis epiléptica. Una de las explicaciones 

al desarrollo de la epilepsia del lóbulo temporal se enfoca en el desbalance en la 

neurotransmisión excitadora e inhibidora originado por fallas en el funcionamiento de las 

proyecciones septo-hipocampales. Pocos estudios se han enfocado en el estudio de la 

participación del septum medial en el desarrollo de la epilepsia del lóbulo temporal. A 

nivel clínico resulta muy complicado dar un seguimiento al proceso epileptogénico pues 

generalmente el paciente llega al médico con la enfermedad establecida. Por ello, la 

relevancia de los modelos animales y de las técnicas histológicas e inmunohistoquímicas. 

Esto nos permitirá evaluar y caracterizar las anomalías anatómicas que ocurren tanto en 

el sitio de inyección de las saporinas como en regiones alejadas pero conectadas a dicho 

lugar. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 
 
¿El daño en las conexiones GABAérgicas o colinérgicas del septum medial de ratas 

intactas inducirá cambios en la estructura e integridad de otras regiones cerebrales 

alejadas pero conectadas al sitio de la lesión? 

 
 

HIPÓTESIS.  
 

El daño de las conexiones GABAérgicas o colinérgicas del septum medial de ratas 

intactas inducirá una reducción significativa de dichas poblaciones neuronales a nivel 

de la lesión, lo cual afectará no sólo la densidad neuronal sino también la estructura 

y la integridad de regiones cerebrales alejadas pero conectadas al sitio de la lesión. 
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OBJETIVO GENERAL.  
 
Evaluar los efectos posteriores a la lesión inducida sobre la vía septo-hipocampal en 

ratas. 
 
 

1 Objetivos específicos.  
 
- Evaluar la ausencia de malformaciones cerebrales en las ratas mediante imágenes por 

resonancia magnética de tipo anatómicas previo al protocolo de experimentación del 

proyecto. 

 

- Evaluar los efectos que causará el daño inducido sobre las interneuronas GABAérgicas 

o colinérgicas del septum medial de ratas. 

- Evaluar, mediante el marcaje inmunohistoquímico de transportadores 

GAT1, el grado de lesión que inducirá la inyección de la saporina GABAérgica en 

el septum medial como región de origen de la vía septo-hipocampal 

- Evaluar, mediante la técnica de inmunohistoquímica la presencia de la 

enzima colina acetiltransferasa, lo cual refleja el grado de lesión que inducirá la 

inyección de la saporina colinérgica en el septum medial como región de origen de 

la vía septo-hipocampal.   

- Evaluar, mediante la técnica histológica Azul de toluidina, el daño axonal 

inducido en la fimbria como región comunicante de la vía septo-hipocampal. 

- Evaluar, mediante la técnica histológica de tinción de Timm, el daño 

estructural y neuronal inducido en el hipocampo dorsal como región blanco o diana 

de la vía septo-hipocampal. 

- Evaluar, mediante la técnica histológica de tinción de Nissl, la pérdida 

neuronal y citoarquitectura en hipocampo dorsal, de la fimbria, del tálamo dorso-

medial y de la amígdala 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

1 Animales 
 
Se utilizaron 44 ratas Sprague-Dawley macho (con el fin de evitar alteraciones 

estructurales y de neurotransmisión debido a los cambios hormonales  de las hembras) 

de 38 días de edad al inicio del estudio,. Los animales fueron solicitados al Bioterio del 

Instituto de Neurobiología y se mantuvieron en sus cuartos de alojamiento bajo 

condiciones controladas de ventilación, temperatura (20-22°C), humedad (50-60%) y 

ciclos normales luz/obscuridad de 12 horas. Los animales tuvieron acceso al agua y 

alimento ad libitum. El cuidado y manejo de los animales se hizo acorde a lo establecido 

por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999/SAGARPA). El protocolo de 

investigación fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio del Instituto de Neurobiología (Protocolo CICUAL #105A). 

 

 

2 Imagenología por Resonancia Magnética 
 
El protocolo de escaneo se llevó a cabo en el Laboratorio Nacional de Imagenología por 

Resonancia Magnética (LANIREM). Aquí, se utilizó un resonador Bruker de 7 Teslas para 

especies pequeñas, el cual estaba conectado a una consola con software Paravision 7.0. 

Para la detección de la señal y la transmisión de pulsos de radiofrecuencia se usó una 

antena de superficie 2x2 de recepción única y una antena de volumen, respectivamente. 

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de isoflurano (4%) - oxígeno a un flujo 

de 2.5 litros/minuto. Una vez corroborada la sedación, los animales fueron colocados 

sobre el riel e introducidos al resonador. Durante el escaneo, los animales inhalaron una 

mezcla de isoflurano (2%) - oxígeno a un flujo similar al de la inducción, se les mantuvo 

a 37°C mediante un sistema de recirculación de agua caliente y se les monitoreó su 

frecuencia respiratoria. 

 

El objetivo de este escaneo de 4 minutos por animal fue obtener imágenes anatómicas 

con contraste T2 que nos permitieran garantizar que los animales que íbamos a utilizar 
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no tuvieran algún tipo de lesión cerebral (desde quistes hasta ventriculomegalia). 

Aproximadamente entre 10 y 15% de los animales se excluyeron de este protocolo por 

anormalidades anatómicas. 

 

 

3 Cirugía estereotáxica 
 
Seis días después del escaneo, los 44 animales usados para el desarrollo de este 

proyecto de tesis fueron asignados al azar a uno de los siguientes grupos (Figura 4): 

 

a) Grupo Control (n=11). Sin procedimiento quirúrgico. 

b) Grupo PBS (por sus siglas en inglés, Phosphate Buffer Saline) o vehículo (n=11).  

A cada animal se le inyectaron 1.2 μl de la solución amortiguadora a una concentración 

de 0.1M. Flujo de la administración: 0.1 μl/min. 

c) Grupo saporina GABAérgica (GAT1-SAP, comprada a Advanced Targeting Systems; 

n=11). La saporina fue disuelta en PBS 0.1M. A cada animal se inyectaron en el septum 

medial 1.2 μl de dicha solución a una concentración de 325 ng/μl (Pang et al., 2011; 

Roland et al., 2014a, 2014b). Flujo de la administración: 0.1 μl/min. 

d) Grupo saporina colinérgica (192-IgG-SAP, comprada a Advanced Targeting Systems; 

n=11). La saporina fue disuelta en PBS 0.1M. A cada animal se le inyectaron en el septum 

medial 1.2 μl de dicha solución a una concentración de 375 ng/μl (Ferencz et al., 2000, 

2001). Flujo de la administración: 0.1 μl/min. 

 

Los animales sometidos a la cirugía fueron anestesiados con una mezcla de ketamina-

xilacina (70 y 10 mg/kg, respectivamente), inyectada vía intraperitoneal. Posteriormente, 

se les colocó sobre el marco estereotáxico (Stoelting). Con base en el atlas estereotáxico 

de Paxinos (George Paxinos & Charles Watson, 2023) y cuyas coordenadas fueron 

previamente establecidas en el laboratorio para este tamaño de animales (anteroposterior 

= 0.1 mm; lateral = -2 mm; profundidad = -6.8 mm; ángulo de inclinación de 20°), se les 

realizó un trépano craneal a nivel de septum medial. La inyección del líquido 

correspondiente se hizo a través de una jeringa Hamilton acoplada a una bomba de 
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infusión conectada a un controlador digital (Micro4 MicroSyringe Pump Controller, WPI). 

Al terminar la inyección, la aguja se retiró paulatinamente y se suturó la incisión. A todos 

los animales se les inyectó una dosis de ketorolaco (30 mg/ml; PiSA) al finalizar la cirugía 

y 24 horas después del procedimiento. 

 

 

4 Inmunofluorescencia 
 
Esta técnica se utilizó para evaluar el daño neuronal infligido a nivel del septum medial. 

Siete días después de la cirugía, dos animales por grupo fueron perfundidos de manera 

intracardiaca con solución salina (0.9%) y posteriormente con solución de 

paraformaldehído (4%). Los cerebros de los animales fueron removidos y post-fijados en 

solución fresca de paraformaldehído (4%) por 24 horas. Al día siguiente, los cerebros se 

colocaron en vasos limpios con solución de sacarosa al 20%. Dos días después, se 

movieron a vasos limpios con solución de sacarosa al 30%. Cuarenta y ocho horas 

después fueron congelados con hielo seco y almacenados a -70°C. Días después, cada 

cerebro fue rebanado mediante el uso de un crióstato (Leica Biosystems 3050S). Las 

rebanadas coronales de 20 micras de grosor (específicamente a la altura donde se 

encuentra el septum medial) se colectaron de manera seriada en placas con pocillos que 

contenían PBS 1X frío; al finalizar, las placas se guardaron en un refrigerador a 4°C hasta 

el día en que fueran a ser procesadas para inmunofluorescencia (Figura 3). 

 

Para llevar a cabo el protocolo de inmunofluorescencia, cada rebanada se incubó en 

solución bloqueadora (albúmina bovina sérica al 2% y tritón X-100 al 0.3%) por 45 

minutos a 4°C y bajo agitación constante. Posteriormente, para el doble marcaje, cuatro 

rebanadas por cerebro fueron usadas para determinar el grado de pérdida de neuronas 

tanto GABAérgicas como colinérgicas.  

 

Para evaluar la pérdida de neuronas GABAérgicas a nivel del septum medial, las 

rebanadas fueron incubadas con los anticuerpos primarios preparados en una mezcla de 

100µl de PBS 1X y solución bloqueadora (anti-parvalbumin mouse monoclonal (1:300; 
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Sigma-Aldrich) y anti-NeuN rabbit polyclonal (1:500; Sigma-Aldrich)) por 24 horas a 4°C. 

Pasado este tiempo, las rebanadas se sumergieron tres veces (10 minutos cada vez) en 

PBS 1X y fueron incubadas con los anticuerpos secundarios (Invitrogen; AlexaFluor 647 

goat anti-mouse para el anticuerpo que marca neuronas GABAérgicas y AlexaFluor 488 

donkey anti-rabbit para el anticuerpo que marca neuronas; diluidos en solución 

bloqueadora 1:400 y 1:500, respectivamente). Finalmente, las rebanadas se volvieron a 

sumergir tres veces (10 minutos cada vez) en PBS 1X y protegidas cuidadosamente con 

cubreobjetos de vidrio y medio de montaje Mowiol 4-88 previamente preparado con 

glicerol,  buffer Tris-HCl (0.2 M, pH 8.5) y DABCO (1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-octane). Las 

imágenes se adquirieron mediante el uso de un microscopio confocal láser (Zeiss LSM 

780 DUO) bajo los siguientes parámetros: objetivo 25X, resolución 512 x 512, velocidad 

de captura 7 y Z stack (profundidad) a 7 en un mosaico de 5 x 8 con un track laser de 

3.500 para cada anticuerpo. El procesamiento de imágenes y conteo neuronal en la 

región de interés (septum medial) se llevó a cabo de manera manual con el software 

Image J (FIJI), desarrollado por el National Institute of Health (NIH) (Schindelin et al., 

2012).  

 

Para evaluar la pérdida de neuronas colinérgicas a nivel del septum medial, las 

rebanadas fueron incubadas con los anticuerpos primarios (anti-choline acetyltransferase 

(ChAT) rabbit polyclonal (1:500; Sigma-Aldrich) y anti-NeuN mouse monoclonal (1:500; 

Abcam)) por 24 horas a 4°C. Luego, como se describió en el párrafo anterior, las 

rebanadas fueron lavadas e incubadas con los anticuerpos secundarios (Invitrogen; 

AlexaFluor 555 goat anti-rabbit para el anticuerpo que marca neuronas colinérgicas y 

AlexaFluor 488 goat anti-mouse para el anticuerpo que marca neuronas; ambos diluidos 

a 1:500 en solución bloqueadora). Posteriormente, las rebanadas fueron sumergidas y 

cubiertas como se describió anteriormente. Las imágenes se adquirieron mediante el uso 

de un microscopio de fluorescencia Apotome-Zeiss conectado a una computadora con el 

software AxioVision. El procesamiento de imágenes y conteo neuronal en la región de 

interés (septum medial) se llevó a cabo de manera manual con el software Image J (FIJI).  
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El uso de 2 diferentes microcopios de fluorescencia se debe a que la longitud de onda a 

la que se lee el anticuerpo 647 para poblaciones GABAérgicas no se encuentra habilitado 

en el Apotome, por lo que se requiere el uso del microscopio confocal. El resto de las 

rebanadas se visualizaron en el Apotome gracias a su capacidad para emitir el resto de 

las longitudes de onda (488 y 555) de las poblaciones colinérgicas, así como la facilidad 

de agenda y rapidez de la  adquisición. 
 

 

4.1  Cálculos matemáticos para obtención del porcentaje de cambio 

 

Los porcentajes de cambio del conteo neuronal realizado de forma manual, se calcularon 

con base en el promedio del total de neuronas que tenían los dos animales que 

integraban al grupo control. Importante resaltar la similitud en los datos de los dos sujetos.  

 

El cálculo para obtener el porcentaje de cambio correspondiente se hizo de la siguiente 

forma: 

 

Promedio del par de animales Control : 100% :: Valor de la rata inyectada : x 

 

x = Valor de la rata inyectada (100) / Promedio del par de animales Control 

 

Porcentaje de cambio = 100 - x 

 

 

5 Análisis histológicos 
 
Siete semanas después de la cirugía (o el equivalente para las ratas del grupo Control), 

a todos los animales se les inyectó una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital 

sódico. Aleatoriamente, tres animales por grupo fueron elegidos para ser sometidos al 

protocolo de azul de toluidina, tinción de Timm y tinción de Nissl (Figura 3). 
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5.1 Azul de Toluidina 
 
El azul de toluidina es un colorante acidofílico que pertenece al grupo de las tiazidas, 

capaz de teñir los componentes ácidos de los tejidos (sulfatos y radicales fosfatos 

incorporados al ácido desoxirribonucleico y ácido ribonucleico de las células). También 

usado en el campo de la epilepsia para identificar cambios estructurales y morfológicos 

del tejido cerebral como consecuencia del daño axonal (Sitovskaya et al., 2020).  

 

Siete semanas después de la cirugía, cuatro animales de cada grupo fueron perfundidos 

de manera intracardiaca con solución salina (0.9%) y posteriormente con solución de 

paraformaldehído (4%) y glutaraldehído (50%). Los cerebros de los animales fueron 

removidos y post-fijados en solución fresca de paraformaldehído y glutaraldehído por 24 

horas a 4°C. Al día siguiente, cada cerebro se colocó en un contenedor limpio con 

solución de paraformaldehído (4%) fresca y almacenados a 4°C hasta el día de la 

disección. Este día, a cada cerebro se le cortó un primer bloque pequeño que abarcaba 

la región de la fimbria y del hipocampo dorsal izquierdo; el segundo bloque pequeño 

abarcaba la región de la fimbria y del hipocampo dorsal derecho. Todos los bloques 

fueron lavados con un buffer de cacodilato sódico 0.1 M y una solución de glutaraldehído 

al 3% durante 60 minutos. Después, los bloques fueron tratados con tetróxido de osmio 

(0.1%) y una solución amortiguadora de cacodilato sódico 0.1 M por 6 horas. 

Posteriormente, cada bloque fue lavado un par de veces con solución amortiguadora de 

cacodilato sódico fresco (0.1 M; 10 minutos cada lavado), deshidratados un par de veces 

con alcohol etílico (empezando en 10%, 20%, 30%, hasta alcanzar una concentración 

absoluta; 10 minutos cada uno), y finalmente tratados con óxido de propileno por 30 

minutos. Cada bloque fue sumergido en una mezcla de óxido de propileno y resina 

epóxica por 48 horas. Las muestras fueron removidas y puestas en resina epóxica fresca 

por 5 horas. Después fueron sacadas y puestas en cápsulas BEEM que contenían resina 

epóxica fresca. Se llevaron a un horno y se dejaron ahí a 60°C por 36 horas. Después de 

la polimerización, cada bloque fue rebanado usando un ultramicrotomo (RMC Power 

Tone XL). Cada sección (de 600 nanómetros de grosor) fue teñida con azul de toluidina 
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y una solución de tetraborato de sodio al 5%. Las imágenes se adquirieron mediante el 

uso de un microscopio trinocular (AmScope) acoplado a una cámara digital. 

5.2 Tinción de Timm 
 
Esta tinción se utilizó para evaluar el brote de fibras musgosas que aparece a nivel de la 

capa molecular del giro dentado. También usada en el campo de la epilepsia (Sloviter, 

1991; Feria-Romero et al., 2013; Zhao et al., 2022). El protocolo aquí usado se basó 

parcialmente en lo reportado previamente (Cintra et al., 1997). Tres animales de cada 

grupo fueron perfundidos de manera intracardiaca con solución salina (0.9%) y 

posteriormente con solución nonahidratada de sulfito de sodio 0.1 M y solución de 

Karnovsky (paraformaldehído al 1% y glutaraldehído al 1.25%, disueltos en PBS 0.1X; 

pH 7.4). Los cerebros de los animales fueron removidos y post-fijados en solución fresca 

de Karnovsky mezclada con solución de sucrosa al 30% para crioproteger al tejido. Una 

vez que los cerebros precipitaron, cada cerebro fue rebanado mediante el uso de un 

crióstato (Leica Biosystems 3050S). Las rebanadas coronales de 40 micras de grosor 

(específicamente a la altura donde se encuentra el hipocampo dorsal) se montaron en 

portaobjetos electro-cargados y las laminillas se sumergieron en solución de Timm (goma 

arábiga al 30%, ácido cítrico 0.13 M, citrato de sodio 0.08 M, hidroquinona 0.15 M y nitrato 

de plata 0.005 M) por 90 minutos, a temperatura ambiente y en un cuarto obscuro. 

Finalmente, las rebanadas teñidas fueron contra-teñidas con una solución de violeta de 

cresilo al 0.1%. Para la visulización de las imágenes se utilizó un microscopio de luz AM 

Scope T690C-PL (objetivos 4X, 10X y 40X) acoplado a una cámara conectada al software 

AM Lite.  

 

 

5.3 Tinción de Nissl 
 
De cada grupo, dos animales fueron perfundidos de manera intracardiaca con solución 

salina (0.9%) y posteriormente con solución de paraformaldehído (4%). Los cerebros de 

los animales fueron removidos y post-fijados en solución fresca de paraformaldehído 

(4%) por 24 horas a 4°C. Al día siguiente, los cerebros se colocaron en vasos limpios con 

solución de sacarosa al 20%. Dos días después, se movieron a vasos limpios con 
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solución de sacarosa al 30%. Cuarenta y ocho horas después fueron congelados con 

hielo seco y almacenados a -70°C. Días después, cada cerebro fue rebanado mediante 

el uso de un crióstato (Leica Biosystems 3050S). Las rebanadas coronales de 90 micras 

de grosor (específicamente a la altura donde se encuentra el hipocampo dorsal, la fimbria, 

el tálamo dorso-medial y la amígdala) se iban colectando en placas con pocillos que 

contenían PBS 1X frío; al finalizar, las placas se guardaron en un refrigerador a 4°C hasta 

el día en que fueran a ser montadas en portaobjetos. Una vez montadas las rebanadas, 

las laminillas fueron teñidas con violeta de cresilo y usadas para identificar los límites 

citoarquitectónicos del hipocampo dorsal, de la fimbria, del tálamo dorso-medial y de la 

amígdala. Las imágenes se adquirieron mediante el uso de un microscopio de luz 

trinocular (AmScope) acoplado a una cámara digital. Con base en estas imágenes, se 

evaluó la severidad del daño tisular (Figura 3). 
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Figura 3. Diagrama del protocolo experimental. Todos los animales fueron escaneados para 

garanFzar la integridad del tejido cerebral. Posteriormente, fueron divididos en cuatro grupos. 

Algunos animales fueron someFdos al análisis de inmunofluorescencia para confirmar el siFo de 

lesión a nivel del septum medial y evaluar la extensión del daño neuronal después de una semana 

de haber hecho la inyección correspondiente. Los demás animales fueron someFdos a tres 

protocolos histológicos: 1) azul de toluidina para idenFficar cambios estructurales y morfológicos 

del tejido cerebral como consecuencia del daño axonal, 2) Fnción de Timm para evaluar el brote 

de fibras musgosas que aparece a nivel de las diferentes regiones que integran al hipocampo 

dorsal y 3) Fnción de Nissl para evaluar el daño Fsular y la muerte neuronal que ocurrió en 

regiones alejadas pero conectadas al siFo de la inyección.  
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 RESULTADOS.  
 

1 Inmunofluorescencia 
 

Una semana después de la inyección de la saporina GABAérgica (GAT1-SAP) dentro del 

septum medial, se observó una reducción preferente de neuronas GABAérgicas (↓73% y 

↓80%) (Figura 4C) y no de colinérgicas (↓40% y ↓35%) (Figura 4G). Los animales 

inyectados con la saporina colinérgica (192-IgG) dentro del septum medial mostraron una 

evidente reducción de neuronas colinérgicas (↓89% y ↓90%) (Figura 4H) y no de 

GABAérgicas (↓30% y ↓35%) (Figura 4D). Esto confirma que la inyección se realizó 

correctamente sobre el septum medial y demuestra que ambas saporinas usadas en este 

proyecto de tesis no son 100% selectivas pues son capaces de eliminar neuronas 

pertenecientes a otras poblaciones neuronales aunque en mucho menor medida. 

 

En el caso de los animales inyectados con el vehículo (PBS), sus imágenes también se 

compararon con las de los animales del grupo Control y se observó un ligero decremento 

en el número de células tanto parvalbúmina(PV)-inmunoreactivas (↓18% y ↓19%) como 

colina acetiltransferasa(ChAT)-inmunoreactivas (↓20% y ↓21%) (Figura 4B, 4F). Esto 

indica que la lesión mecánica, secundaria a la inyección del vehículo, también puede 

inducir cierta destrucción de las poblaciones neuronales tanto GABAérgicas como 

colinérgicas; sin embargo, no al grado en que lo provocan las saporinas. Con base en 

estos resultados, establecimos el grado de efectividad de ambas saporinas y procedimos 

a los siguientes experimentos. 

  

Importante resaltar la similitud en los datos de los dos sujetos que integran cada grupo. 

Esto nos permitió llevar a cabo una buena comparación de los porcentajes de cambio 

entre grupos. 
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Figura 4. Neuronas inmunoposiGvas a parvalbúmina (PV) y a colina aceGltransferasa (ChAT), así 

como el marcaje neuronal mediante NeuN. Las líneas puntedas en A y E limitan el perímetro del 

septum medial intacto de las ratas control; las flechas amarillas indican las áreas del septum 
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medial donde se llevó a cabo la cuanFficación neuronal. B y F muestran una ligera reducción de 

las neuronas GABAérgicas o colinérgicas, respecFvamente, después de la inyección del vehículo 

(PBS) en el septum medial. C: la inyección de la saporina GABAérgica (GAT1-SAP) dentro del 

septum medial claramente deforma la estructura de dicha región y reduce principalmente la 

presencia de neuronas PV-inmunoposiFvas; la saporina GABAérgica es parcialmente selecFva 

pues las células ChAT-inmunoreacFvas también se vieron afectadas, principalmente en la parte 

superior del septum medial (asterisco) (G). El efecto a la inversa ocurrió con la inyección de la 

saporina colinérgica (192-IgG) dentro del septum medial: las células ChAT-inmunoposiFvas fueron 

las principales afectadas (asterisco) (H) pero las células parvalbúmina-inmunoreacFvas también 

se vieron ligeramente afectadas (D).   

 

 

En la Tabla 1 se muestra el total de neuronas parvalbúmina-inmunoreactivas y colina 

acetiltransferasa-inmunoreactivas de las ocho ratas usadas para este fin. El conteo se 

realizó de manera manual a través de la herramienta measure / Multi-point / ROIs de 

Image J (FIJI) solo en aquellas células que inmunopositivas tanto a  NeuN que identifica 

neuronas, como al anticuerpo selectivo a ChAT (colinérgico) o PV (GABAérgico) para 

evitar falsos positivos en sitios de ruido a causa de la técnica de inmunofluorescencia. 

 

Cabe mencionar que esta técnica nos asegura que se hizo la inyección en el sitio de 

correcto al presentar una reducida cantidad de las poblaciones debido en parte a la lesión 

mecánica, pero principalmente a las saporinas parcialmente selectivas, por esta razón es 

que la n = 2 grupal parece suficiente para dicho propósito, ya que sumado al resto de la 

caracterización histológica se describe con éxito el desarrollo histopatológico secundario 

a la lesión de la vía septo-hipocampal. 
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Tabla 1. Conteo del número total de células GABAérgicas y colinérgicas de todos los animales 

someFdos al protocolo de inmunofluorescencia.  

 

Grupo Rata ChAT-inmunoreactivas PV-inmunoreactivas 

Control R352 355 228 

Control R353 308 251 

Vehículo (PBS) R354 229 198 

Vehículo (PBS) R355 255 203 

GAT1-SAP R397 201 62 

GAT1-SAP R398 218 51 

192-IgG R399 40 170 

192-IgG R400 34 155 

 
 

2 Daño tisular 
 
El grupo inyectado con la saporina GABAérgica en el septum medial presentó daño visible 

en la estructura en la fimbria (Figura 5G). La fimbria de los animales inyectados con el 

vehículo (PBS) o con la saporina colinérgica, no presentaron alteraciones histológicas 

(Figura 5D, J). Esto demuestra que el daño observado en el grupo inyectado con la 

saporina GABAérgica se debe a la neurotoxina y no a defectos relacionados con el tejido 

o a la tinción. 

 

Los resultados obtenidos a partir de esta tinción sugieren que los cambios observados 

en el grupo inyectado con la saporina GABAérgica son secundarios a la pérdida axonal, 

aspecto que podría facilitar la hiperexcitabilidad neuronal.  

  

Importante mencionar que las imágenes son presentadas en blanco y negro para evitar 

la sugerencia de artefactos y la malinterpretación de resultados. 
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3 Brote de fibras musgosas 
 
El brote de fibras musgosas a nivel del hipocampo dorsal fue evaluado a través de la 

tinción de Timm (Figura 5), útil para la visualización del depósito de zinc vesicular 

contenido en dichas fibras, en una formación condensada de color oscuro presente en 

CA2 del hipocampo. Observándose un incremento evidente en el brote de fibras 

musgosas de los animales inyectados con la saporina GABAérgica (Figura 5I) al 

compararlos con los animales control (Figura 5C). Este brote aberrante de fibras 

musgosas no apareció ni en los animales inyectados con el vehículo (Figura 5F) ni en los 

animales inyectados con la saporina colinérgica (Figura 5L). 

 

 

4 Muerte neuronal 
 
Las rebanadas sometidas a la tinción de Nissl revelaron un daño significativo en el 

hipocampo dorsal, el tálamo dorso-medial y la amígdala de los animales a los que se les 

inyectó la saporina GABAérgica; efecto no observado en los animales de los otros grupos. 

Siendo evidente la reducción en el grosor de la capa piramidal a nivel de CA1 y CA3, así 

como un patrón de dispersión de las células remanentes (Figura 6D). Además, se observó 

una considerable muerte neuronal a nivel del tálamo dorso-medial (Figura 6H) y de la 

amígdala (Figura 6L), cuyo efecto se aprecia en la difusión de sus límites estructurales. 

Los cambios en los animales inyectados con la saporina colinérgica también fueron 

evidentes aunque no tan dramáticos como los observados en los animales inyectados 

con la saporina GABAérgica. 
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Figura 5. Terminales de fibras musgosas y daño Gsular. La primera columna muestra las imágenes 

obtenidas a parFr de la Fnción con azul de toluidina. La segunda (objeFvo de 4X) y la tercera 

columna (objeFvo de 10X) muestran las imágenes obtenidas a parFr de la Fnción de Timm. Las 

microfotografas obtenidas a parFr de la Fnción con azul de toluidina abarcan la frontera entre el 

hipocampo dorsal (parte alta de las imágenes) y la fimbria (parte baja de las imágenes; la vainas 

de mielina de los axones se Fñieron de color obscuro) (A,D,G,J). La inyección de la saporina 
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GABAérgica dentro del septum medial claramente provocó daño Fsular en la fimbria (G), un efecto 

no observado en los otros grupos. La Fnción de Timm muestra las fibras musgosas a nivel de 

hipocampo dorsal de las ratas control (B, C) y de las ratas inyectadas con el vehículo (PBS) (E, F), 

con la saporina GABAérgica (H, I) y con la saporina colinérgica (K, L). Las flechas en (H,I) muestran 

un aumento aberrante en el brote de fibras musgosas a lo largo de la región de CA3 y de giro 

dentado. Este brote aberrante de fibras musgosas no se observó en los demás grupos.    
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Figura 6. Rebanadas sometidas a la tinción de Nissl y pérdida celular. A: esquema representaFvo para 

enmarcar las áreas evaluadas (tálamo dorso-medial en rojo y amígdala en verde). La primera fila 

muestra las imágenes del hipocampo dorsal; la segunda fila muestra el tálamo dorso-medial; la 

tercera fila muestra a la amígdala. La inyección de la saporina GABAérgica en el septum medial 

indujo una dramáFca pérdida celular en las tres regiones cerebrales evaluadas (D, H, L). La 

inyección de la saporina colinérgica no causó semejante impacto (E, I, M). No se observó efecto 

alguno después de la inyección del vehículo (PBS) (C, G, K).   
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DISCUSIÓN. 
 

Este trabajo de tesis muestra por primera vez que la lesión parcialmente selectiva de 

neuronas GABAérgicas y colinérgicas del septum medial puede afectar de manera 

diferencial tanto estructuras de sustancia gris como de sustancia blanca. A nivel 

histológico, la inyección de la saporina GABAérgica en septum medial dañó de manera 

visible la estructura de la fimbria, indujo pérdida neuronal en hipocampo dorsal, tálamo 

dorso-medial y amígdala, y provocó la aparición de un brote aberrante de fibras musgosas 

a nivel del hipocampo dorsal. Este último efecto llamó poderosamente nuestra atención 

pues es una característica histopatológica común en pacientes con epilepsia del lóbulo 

temporal y que también ha llegado a ser reproducida en modelos animales de epilepsia 

(Thom, 2014). Estos cambios inducidos en ratas saludables a través de la alteración del 

septum medial sugieren el establecimiento de una red hiperexcitable que pudiera 

predisponer al cerebro a desarrollar actividad epileptiforme. 

 

El septum medial es una región cerebral altamente interconectada con otras estructuras 

cerebrales y que además alberga poblaciones neuronales GABAérgicas (parvalbúmina-

inmunoreactivas) (Freund, 1989) y colinérgicas (colina acetiltransferasa-

inmunoreactivas) (Rye et al., 1984). Ambas con diferentes blancos hipocampales: las 

primeras inervan interneuronas hipocampales GABAérgicas (Freund & Antal, 1988), las 

cuales luego hacen sinapsis con las células piramidales (Tóth et al., 1997); las segundas 

contactan interneuronas inhibitorias, células piramidales y células granulares del dentado 

(Frotscher & Léránth, 1985). Además, el septum medial constituye una fuente de 

inervación hipocampal a través del sistema fimbria-fórnix, sitio donde la selectividad por 

cada blanco puede llegar a jugar un rol específico en la regulación de la actividad eléctrica 

hipocampal (Hangya et al., 2009; Lévesque & Avoli, 2018). Esto ha incrementado la 

relevancia del septum medial como un potencial modulador de la interfase septo-

hipocampal tanto en la formación de la memoria como en la patofisiología de desórdenes 

neurológicos como la epilepsia.  
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Las anormalidades del fórnix suelen ser bilaterales y simétricas en pacientes epileṕticos 

con esclerosis hipocampal unilateral, sugiriendo que poblaciones adicionales de fibras a 

nivel del fórnix pudieran contribuir al daño bilateral. Entre éstas destacan las aferentes y 

en menor medida las comisurales (Concha et al., 2005, 2007; McDonald et al., 2010). 

Estudios en modelos animales han reportado que las lesiones en el sistema fimbria-fórnix 

que llegan a provocar denervación de las aferencias hipocampales, facilitan el desarrollo 

de la actividad epiléptica (Buzsáki et al., 1989; Ferencz et al., 1997, 2001). Este efecto 

podría deberse a la pérdida de las acciones moduladoras que ejerce la vía septo-

hipocampal sobre la actividad eléctrica hipocampal pues dicha vía está relacionada con 

el ritmo theta (Lee et al., 1994; Buzsáki, 2002; Unal et al., 2015). Sin embargo, dada la 

complejidad de los circuitos involucrados, aún se desconocen cuáles son las alteraciones 

responsables de estos cambios. En este sentido, se han llegado a sugerir posibles causas 

como: 1) la muerte de interneuronas GABAérgicas septales (Covolan & Mello, 2000; 

Garrido Sanabria et al., 2006) y 2) la disminución en el número de neuronas colinérgicas 

septales (Cavalheiro, 1995; Follesa et al., 1999).  

 

Estudios previos han simulado el daño a nivel de poblaciones neuronales GABAérgicas 

o colinérgicas mediante el uso de modelos animales. En estos trabajos han realizado 

lesiones permanentes de poblaciones neuronales mediante la inyección de saporinas, 

mismas que usamos en este trabajo de tesis a nivel del septum medial. 

 

La saporina 192-IgG ha sido utilizada como un agente tóxico para las neuronas 

colinérgicas (Claudio Cuello et al., 1990; Wiley et al., 1991). Estudios previos, incluyendo 

el nuestro, han reportado que la inyección de la saporina 192-IgG en septum medial 

reduce los marcadores colinérgicos dentro del lapso de una semana post-inyección, 

observándose también una ligera reducción en el número de neuronas GABAérgicas 

septales (parvalbúmina-inmunoreactivas) (Craig et al., 2008). En este trabajo se reporta 

por primera vez cómo la inyección de la saporina colinérgica a nivel del septum medial 

es capaz de provocar ciertas alteraciones a nivel del hipocampo dorsal, fimbria, tálamo 

dorso-medial y amígdala. En términos generales, este efecto podría estar involucrado, en 

parte, en el proceso epileptogénico y a la postre en una mayor susceptibilidad a generar 
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crisis convulsivas y en la generalización de éstas. Estudios previos han descrito el efecto 

de la inyección de la saporina 192-IgG en diferentes regiones cerebrales previo a la 

estimulación eléctrica tipo “kindling” (estimulaciones eléctricas de baja intensidad de 

corriente que aumentan paulatinamente la excitabilidad neuronal), reportándose un 

aumento en la susceptibilidad de los animales para establecer el estado “kindled” 

(Ferencz et al., 2000, 2001; Silveira et al., 2002; Craig et al., 2008; Soares et al., 2019).  

 

En este trabajo de tesis, también administramos una inmunotoxina GABAérgica en el 

septum medial para examinar la importancia de esta población neuronal. Como se ha 

reportado con anterioridad, esta saporina redujo significativamente el número de 

neuronas GABAérgicas parvalbúmina-inmunoreactivas dentro de los siete días post-

inyección; sin embargo, no se alteró de manera considerable el número de neuronas 

colinérgicas presentes en dicha región (Pang et al., 2011; Köppen et al., 2013; Roland, 

Stewart, et al., 2014; Roland, Janke, et al., 2014). En adición al efecto celular inducido a 

nivel del sitio de inyección, también observamos efectos dramáticos que ocurrieron al 

paso de las semanas como: 1) un daño estructural evidente en la fimbria, posiblemente 

secundario a la pérdida axonal; algunos autores sugieren que este daño podría llegar a 

facilitar la hiperexcitabilidad neuronal (Scharfman, 2000); 2) pérdida neuronal en regiones 

cerebrales alejadas pero conectadas al sitio de inyección; 3) brote aberrante de fibras 

musgosas a nivel del hipocampo dorsal.   

 

Uno de los resultados que más llamaron nuestra atención fue precisamente la presencia 

de un brote aberrante de fibras musgosas a nivel del hipocampo dorsal de los animales 

inyectados con la saporina GABAérgica. Estudios anteriores han sugerido que tras una 

lesión del sistema fimbria-fórnix, la vía GABAérgica septo-hipocampal pudiera estar 

involucrada en el brote aberrante de fibras musgosas a nivel del giro dentado(Mohapel 

et al., 1997). Los factores involucrados en la generación del brote de fibras musgosas 

aún se desconocen en su totalidad y representan un amplio debate a la hora de 

considerarlos como causa o consecuencia de las crisis epilépticas (Acsády et al., 1998; 

Cavazos et al., 1991; Buckmaster et al., 2002; Kim et al., 2003; Koyama & Ikegaya, 2004; 

Evstratova & Tóth, 2014). Algunos estudios han utilizado la microscopía electrónica y la 
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tinción de Timm para visualizar las proyecciones y terminaciones axonales de las fibras 

musgosas del giro dentado bajo condiciones normales y bajo condiciones experimentales 

que involucran cambios en la conectividad neuronal inducidos por lesiones específicas 

(Zimmer, 1973; Danscher, 1981; Laurberg & Zimmer, 1981; Frotscher & Zimmer, 1983).  

 

En condiciones relacionadas con epilepsia, las fibras musgosas del giro dentado se 

ramifican y proyectan de manera aberrante hacia diversas capas moleculares, incluyendo 

proyecciones inversas (o en reversa) que forman sinapsis excitadoras con las dendritas 

de las células granulares, una situación que se cree que puede jugar un rol crucial en la 

generación de la actividad epiléptica (Buckmaster et al., 2002; Cavazos et al., 2003). 

Brotes abundantes de fibras musgosas aberrantes han sido reportados en pacientes con 

epilepsia del lóbulo temporal farmacorresistente (Mathern et al., 1995; Proper et al., 2000; 

Blümcke & Spreafico, 2012; Blümcke et al., 2013; Schmeiser et al., 2017), el tipo más 

común de epilepsia de origen focal (Téllez-Zenteno & Hernández-Ronquillo, 2012). Este 

brote aberrante también ha sido reportado en modelos animales de epilepsia (Cavazos 

et al., 1991; Lévesque et al., 2016). Sin embargo, existe un gran debate con respecto al 

rol que juega el brote de fibras musgosas en la epileptogénesis y en la epilepsia crónica. 

Algunos autores argumentan que es compensatoria (Sloviter et al., 2006; Schmeiser 

et al., 2017) mientras que otros claman que es epileptogénica (Feng et al., 2003; 

Hendricks et al., 2019). En nuestro caso, las ratas inyectadas con la saporina 

GABAérgica no exhibieron conductas alteradas típicas de un proceso epileptogénico, a 

pesar de las alteraciones histopatológicas descritas. Sin embargo, el brote de fibras 

musgosas puede ser considerado como un factor de riesgo capaz de influir no sólo en la 

susceptibilidad a detonar crisis epilépticas sino también en el riesgo a morir durante una 

crisis (datos del laboratorio sometidos a publicación).  

 

Estudios recientes en modelos animales de epilepsia del lóbulo temporal sugieren que 

enfocarse en poblaciones neuronales específicas de la vía septo-hipocampal pudiera ser 

una herramienta promisoria para entender el proceso de epileptogénesis y para encontrar 

nuevas estrategias para evitar la detonación de las crisis epilépticas (Bao et al., 2020; Y. 

Wang et al., 2020; Hristova et al., 2021b; Velasquez et al., 2023). Los resultados 
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obtenidos servirán de base para la realización de otros proyectos de investigación dentro 

del laboratorio en donde se busque establecer si los cambios inducidos pudieran ser 

considerados como un factor predisponente al desarrollo de la epilepsia del lóbulo 

temporal y provocar un aumento en la susceptibilidad de los animales a presentar crisis 

epilépticas. 
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CONCLUSIÓN. 
 

Uno de los factores asociados de manera importante a la epileptogénesis es el daño en 

el desarrollo y/o funcionamiento de las proyecciones septo-hipocampales, que a su vez 

están mediadas por la neurotransmisión tanto de GABA como acetilcolina, puesto que 

representan un elevado porcentaje de las aferencias hipocampales. Este tipo de lesión  

traerá como consecuencia el desbalance provocado por las fallas en los sistemas 

inhibitorios y por ende, un incremento de la excitabilidad. A nivel clínico, es muy 

complicado dar un seguimiento puntual a la serie de mecanismos que se van suscitando 

durante el desarrollo de la enfermedad. Por ello, se han desarrollado distintos modelos 

animales que simulan específicamente algunas de las  características de la epilepsia del 

lóbulo temporal que se observan comúnmente dentro de la clínica. El desarrollo de otros 

modelos animales se ha enfocado en la inducción de la hiperexcitabilidad neuronal y 

rearreglos estructurales del circuito hipocampal a través de lesiones de poblaciones 

neuronales específicas. A través de este proyecto de tesis se llevaron a cabo lesiones de 

poblaciones neuronales específicas dentro del septum medial, y se evaluó su efecto en 

estructuras cerebrales participantes de la vía septo-hipocampal que se encontraban 

lejanas pero conectadas al sitio de la lesión. Estos cambios podrían repercutir 

directamente sobre la susceptibilidad de los animales para el desarrollo de crisis 

recurrentes que deriven en epilepsia. Incluso, podrían repercutir en otras habilidades, 

afectando su actividad locomotora, su coordinación, o su capacidad para desempeñarse 

en diversas tareas conductuales (para evaluar memoria, o bien, conductas tipo ansiosas). 

Por ello, a futuro resulta de gran importancia el desarrollo y la implementación de nuevos 

modelos de análisis, así como la retroalimentación de los resultados presentes junto con 

otro tipo de técnicas (imagenológicas, electroencefalográficas, moleculares, 

optogenéticas), que nos permitan evaluar y diferenciar de manera longitudinal los 

cambios progresivos que sufre la formación hipocampal tras la lesión del septum medial 

ya descritos, sumado a las alteraciones en regiones lejanas pero conectadas al sitio de 

lesión.  
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Apéndice 1. Diagrama de flujo del protocolo de inmunohistoquímica. Esta es la 

representación visual de los pasos que se describen detalladamente en el texto. Después 

de hacer una resonancia estructural T1 de las ratas Sprague Dawley (1), se lleva a cabo 

la cirugía estereotáxica que divide la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS, 

saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Posteriormente, se hace la perfusión intracardiaca 

utilizando cloruro de sodio al 0.9%, posteriormente PFA 4% junto con PBS o solución 

salina (3) y se extraen los cerebros e incluyen en sacarosa al 20% y 30% respectivamente 

hasta que el tejido precipite (4). El tejido se debe mantener envuelto en aluminio a -70°C 

para su almacenamiento (5). Después se harán cortes coronales de 20 micras de la 

región del septum medial utilizando el criostato y su mantenimiento en pocillos llenos de 

PBS (6) y dará inicio el protocolo de inmunohistoquímica (6). En este, la inclusión de 

rebanadas se hace en una mezcla de PBS junto con BSA al 2% y Tritón X-100 al 0.3%, 

división de técnica para cada población neuronal, en agitación (7.1), se incuban los 

anticuerpos primarios durante 24hrs a 4°C en agitación (7.2). Al día siguiente se lavan 

los tejidos 3 veces durante 10 min cada uno (7.3) e incuban los Alexas (anticuerpos 

secundarios) durante 4hrs a 4°C en agitación (7.4) y se vuelven a lavar los tejidos 3 veces 

durante 10 min cada uno (7.5). Para el montaje del tejido se utiliza Mowiol y se coloca el 

cubreobjetos (7.6). La visualización de las muestras se hace mediante el microscopio de 

fluorescencia APOTOME para las poblaciones colinérgicas y el microscopio confocal 

para las poblaciones GABAérgicas (8). 



64 

 

 



65 

 

Apéndice 2. Diagrama de flujo del protocolo Azul de toluidina. Las ratas fueron sometidas 

a una resonancia magnética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugías 

estereotáxicas que dividió la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS, 

saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Posteriormente se realizó una perfusión 

intracardiaca con PFA al 4% y glutaraldehído al 50% en buffer de fosfatos 0.1 M (3). Al 

inicio del protocolo de tinción se extrajeron los cerebros y se incluyeron en solución PFA-

glutaraldehído durante 24hrs a 4°C (4.1).  Al día siguiente se cambió la solución a PFA 

4% fresco en buffer de fosfatos (4.2). Los tejidos fueron seccionados en cubos de 

aproximadamente 2mm2 (4.3) y se incluyeron en solución de buffer de cacodilatos sódico 

y solución de glutaraldehído al 3% durante 1 hora (4.4). Después se cambió la solución 

a tetraóxido de osmio al 0.1% en buffer de cacodilatos (4.5)  y se hicieron 2 lavados de 

10min cada uno en buffer de cacodilatos (4.6). Para deshidratar tejidos se utilizó un tren 

de concentraciones de cambio de 10% cada una, hasta llegar a la concentración de 

alcohol etílico absoluto, todo sobre hielo frapeado (4.7)  y los tejidos se incluyeron 2 veces 

en óxido de propileno durante 30min (4.8). Posteriormente se cambió la solución a mezcla 

óxido de propileno y resina epóxica y dejar durante 42hrs en el agitador (4.9). Las 

muestras deben ser embebidas en cápsulas BEEM con resina epóxica fresca (4.10) 

meterlas al horno a 60°C durante 36hrs (4.11). Se cortaron los bloques de resina para 

obtener rebanadas de 600nm (4.12), que fueron montadas por flotación sobre un 

portaobjetos (5) y secadas en una parilla a ± 55°C (5) para después Tenirse con Azul de 

Toluidina en tetraborado de sodio al 5% (6) y lavadas con agua desionizada (7), para 

después montarlas con medio de entellan (8) y visualizarse en el microscopio de luz leica 

(9) con objetivos 4x y 10x para las regiones de interés (10). 
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Apéndice 3. Diagrama de flujo del protocolo de tinción de Timm. Las ratas fueron 

sometidas a una resonancia magnética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugías 

estereotáxicas que dividió la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS, 

saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Posteriormente se realizó una perfusión 

intracardiaca con solución de NaCl al 0.9% seguida de solución de sulfuro de sodio 

nanohidratado a 0.1M y solución de Karnosky [(1% PFA, 1.25% glutaraldehído en buffer 

fosfatado] al 0.1 M (3). Para el inicio del protocolo de tinción de Timm [30% goma arábiga, 

0.13M de ácido cítrico (Golden Bell), 0.8M buffer de citrato de sodio, 0.15M de 

hidroquinona, 0.0005M de nitrato de plata (4)], se extraen los cerebros e incluyen en 

solución de Karnovsky con sucrosa al 30%  para su crioprotección (4.1), posteriormente 

se realizan cortes de 40micras en el criostato (4.2) y se montaron en portaobjetos 

precargados sumergidos en la solución de Timm (4.3) durante 90 min en un cuarto oscuro 

a temperatura ambiente. Finalmente los tejidos se contratiñen utilizando solución de 

violeta de cresilo al 0.1% (5.4). Para su visualización (5), se utiliza un microscopio de luz 

(6) conectado a software AM Scope (7). Este protocolo está basado en el de Cintra et. Al 

de 1997.  
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Apéndice 4. Diagrama de flujo del protocolo de tinción de Nissl. Las ratas fueron 

sometidas a una resonancia magnética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugías 

estereotáxicas que dividió la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS, 

saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Los cerebros fueron aislados y post-fijados 24hrs 

(3). Para dar inicio al protocolo de Nissl (4), los cerebros fueron crio-protejidos 

gradualmente por sacarosa al 20%, 30% en PBS 1X (4.1 y 4.2). Los cerebros fueron 

seccionados en un criostato Leica (CM2050) a 90 micras de grosor (4.3). Las secciones 

cerebrales se sumergieron en cloroformo absoluto por 10min, alcohol al 25% durante 

2min, y en una solución de Nissl 0.25g de violeta de cresilo en 100ml de alcohol al 25% 

por 7min, lavados con alcohol etílico 50% por 30seg, alcohol etílico al 70% por 1min. 

Posteriormente fueron sumergidos en una solución diferenciadora (300ml de alcohol 

etílico al 70% con 10 gotas de ácido acético) por 30seg (asterisco), inmediatamente 

sumergidos en alcohol al 90% entre 10-20seg y alcohol absoluto por 1min. Una vez 

deshidratados se aclararon en xileno-alcohol por 1min, xileno absoluto 2min (4.4) . 

Finalmente los cortes se cubrieron con entellan (5). Las imágenes se tomaron a través 

de una cámara conectada al microscopio de luz AmScope MU1803 (6) a través de los 

objetivos 4X y 10X (7). 
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