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RESUMEN

El sistema limbico esta integrado por estructuras corticales y subcorticales implicadas en
manifestaciones emocionales y procesos de aprendizaje. En roedores, el septum medial
es una de las estructuras mas 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-fornix. Dichas proyecciones entre el septum
medial y el hipocampo son reciprocas y en conjunto se conocen como la via septo-
hipocampal, crucial en la generacion 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 podria relacionarse con la
patogénesis de la epilepsia del I6bulo temporal. Este tipo de epilepsia se caracteriza por:
1) ser la forma mas frecuente de epilepsia con crisis focales secundarias a una etiologia
estructural, 2) tener un numero elevado de pacientes que reportan algun tipo de factor
predisponente en etapas tempranas de su vida y 3) presentar un elevado porcentaje de
pacientes resistentes al tratamiento farmacolégico. En este trabajo usamos un modelo
animal para lesionar poblaciones neuronales especificas del septum medial (mediante el
uso de saporinas), alterando también la integridad de zonas alejadas pero conectadas al
sitio de inyeccion. Esto nos permitié evaluar y caracterizar la histopatologia en regiones
del sistema limbico tras la lesion selectiva del septum medial, cuyos resultados mas
representativos se observaron en el grupo GABAérgico al presentar menor cantidad de
neuronas, dafio axonal y la presencia de la proliferaciéon aberrante de fibras musgosas,

factor reportado anteriormente en epilepsia del |6bulo temporal.



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.



INTRODUCCION.

El papel funcional y estructural del sistema limbico.

El sistema limbico (del latin limbus, que significa borde o margen) esta integrado por un
amplio grupo de estructuras corticales y subcorticales implicadas en manifestaciones
emocionales (placer, tristeza, miedo, enojo) y en la regulacion de procesos de
aprendizaje y memoria (Catani et al., 2013). En roedores, una de las regiones limbicas
mas interconectada es la integrada por el septum medial y la banda diagonal de Broca
recibiendo aferencias del hipocampo, de la amigdala, de los nucleos supra-mamilares,
del talamo y del area tegmental ventral, y projectando hacia la amigdala, el area
tegmental ventral, el hipotalamo y toda la formacion hipocampal (Swanson & Cowan,
1979; Fuhrmann et al., 2015). Importante mencionar que los limites anatomicos entre el
septum medial y la banda diagonal de Broca no son claros debido a la similitud
neuroquimica y funcional que hay entre estas estructuras. Por ello, para facilitar la lectura
de este trabajo de tesis, este complejo septal sera referido a lo largo del texto como

septum medial (Figura 1).

Figura 1. Representacion del complejo septal. Compuesto por el septum medial (MS) y la banda
diagonal de Broca (DBB), a su vez compuesta por la seccién vertical (VDB) y horizontal (HDB).

Figura modificada de (Lépez-Morales et al., 2023).



Las diferentes poblaciones neuronales dentro de la via septo-hipocampal.

El septum medial alberga poblaciones de neuronas colinérgicas, glutamatérgicas y
GABAérgicas, todas ellas conectadas entre si (Kiss, Patel, Baimbridge, et al., 1990;
Hajszan et al., 2004; Ledo et al., 2015) y proyectandose hacia ciertas regiones cerebrales
como el hipocampo a través del sistema fimbria-fornix (Sun et al., 2014). La mayoria de
estas proyecciones (alrededor del 65%) son colinérgicas, conectandose principalmente
con las neuronas piramidales de CA1 y representando la principal fuente de liberacién de
acetilcolina hipocampal (Frotscher & Léranth, 1985; Kiss, Patel, & Freund, 1990; Sun
etal., 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
(especificamente 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 poblacion de neuronas GABAérgicas del
septum medial, una poblacion heterogénea que ha sido clasificada con base en su
reactividad a parvalbumina (PV), a somatostatina o a la activacion de canales HCN (por
sus siglas en inglés: hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated) (Freund, 1989;
Sotty etal.,, 2003; Varga etal., 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 especifico de las conexiones GABAérgicas, éstas no solo viajan del
septum medial al hipocampo sino también a la inversa, formando un circuito conocido

como la via septo-hipocampal (Téth et al., 1993; Takacs et al., 2008).

Una de las principales funciones de la via septo-hipocampal es la generacion de la
actividad eléctrica hipocampal conocida como ritmo theta (Buzsaki, 2002). En ratas, estas
oscilaciones van de los 4 hasta los 12 Hz y aparecen mientras los animales duermen
(suefio de movimientos oculares rapidos), caminan o exploran (Buzsaki, 2002, 2005;
Buzsaki & 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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generacion de estas oscilaciones hipocampales. Sin embargo, trabajos realizados en
modelos animales de epilepsia, han sugerido que la ausencia de estas oscilaciones
podria relacionarse con la patogénesis de la epilepsia del I6bulo temporal (Miller et al.,
1994; Colom et al., 2006; Chauviere et al., 2009).

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

La epilepsia se define como un trastorno cerebral cronico que se caracteriza por la
predisposicidn continua a presentar crisis epilépticas espontaneas y recurrentes (Fisher
et al., 2005). Comprende mas de 40 sindromes clinicos y afecta a casi 60 millones de
personas a nivel mundial. Estudios epidemiolégicos mexicanos reportan una prevalencia
(numero de casos activos, es decir, pacientes que hayan sufrido una crisis epiléptica en
los ultimos cinco afos y/o se encuentren bajo tratamiento) de 15 casos por cada 1000
habitantes(Tulio-Medina et al., 2001; Guzman-Jiménez & Velasco-Monroy, 2016). En el
caso especifico de la epilepsia del I6bulo temporal, ésta se caracteriza por: 1) ser la forma
mas frecuente de epilepsia con crisis focales secundarias a una etiologia estructural
(Manford et al., 1992), 2) tener un numero elevado de pacientes que reportan haber
sufrido algun tipo de factor predisponente (crisis febril, traumatismo craneoencefalico
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
farmacoldgico, situacion usualmente asociada a la presencia de esclerosis hipocampal
(Walker, 2015).

A nivel clinico 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 caracteristicas celulares,
moleculares, clinicas vy fisiopatoldgicas de una enfermedad. En este trabajo usamos un
modelo animal en el que es posible eliminar poblaciones neuronales especificas
mediante la inyeccion intracerebral (septum medial) de toxinas conocidas como

saporinas. Estas sustancias inactivan el ribosoma de las células a través de la inhibicion



de la sintesis de proteinas, provocandoles la muerte. Una de las saporinas usadas en
este trabajo, se utilizé para dafiar a la poblacion de neuronas GABAérgicas del septum
medial (GAT1-SAP) (Pang et al., 2011; Roland, Stewart, et al., 2014, 2014) y la otra para
dafiar a la poblacién de neuronas colinérgicas de la misma region cerebral (192-1gG)
(Ferencz et al., 2001; Soares et al., 2019). Esto nos permitié evaluar y caracterizar las
anomalias histolégicas que aparecieron en regiones cerebrales alejadas pero conectadas
al sitio de inyeccion.



ANTECEDENTES.

El sistema limbico esta integrado por la formacion hipocampal, el area septal, el afea
subcallosa, el cingulo, el giro parahipocampal, el nucleo accumbens, el complejo
amigdalino, los cuerpos mamilares, el sistema rinencefalico (formaciones olfatorias), la
corteza oOrbito-frontal y todos aquellos fasciculos de sustancia blanca que interconectan
estas estructuras entre ambos hemisferios (Catani et al., 2013).

Las estructuras que integran a la formacién hipocampal se encargan de llevar toda la
informacion que viene de las areas 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 plasticas con regiones intra- y extra-
limbicas (Tzilivaki et al., 2023). Sin embargo, esta caracteristica 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 foérnix (lamina de sustancia blanca
constituida por axones mielinizados y no mielinizados) hasta alcanzar el nucleo septal
lateral (Swanson & Cowan, 1977, 1979). A partir de este nucleo, se proyectan fibras
GABAérgicas hacia el complejo conocido como nucleo septal medial — banda diagonal
de Broca, dentro del cual esta interconectada una poblacion heterogénea de neuronas
(Kiss, Patel, & Freund, 1990; Hajszan et al., 2004; Le&o et al., 2015). Finalmente, de este
complejo se proyectan fibras colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas que llegaran
al hipocampo a través del mismo sistema fimbria-fornix (Amaral & Kurz, 1985; Unal et al.,
2015). En conjunto, todas estas conexiones establecen un circuito conocido como la via
septo-hipocampal, crucial en la generacién y mantenimiento de la actividad eléctrica
hipocampal conocida como ritmo theta (Buzsaki, 2002; Unal et al., 2015) (Figura 2).

Trabajos electrofisiolégicos realizados en modelos animales de epilepsia han sugerido
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que la ausencia de estas oscilaciones podria relacionarse con la patogénesis de la
epilepsia del I6bulo temporal (Miller et al., 1994; Colom et al., 2006; Chauviere et al.,
2009). Otros estudios tanto clinicos como experimentales han usado la imagenologia por
resonancia magneética con tensor de difusion y han reportado alteraciones especificas en
el sistema fimbria-férnix en sujetos con epilepsia del I6bulo temporal (Concha et al., 2005,
2010; Parekh et al., 2010; Luna-Munguia et al., 2021).

Férnix de Férnix de
roedor humano
Férnix

Comisura dorsal. del hipocampo

Nucleo taldmico anterior

Subiculo
Cuerpos ilares
Septum medial 20 mm

3mm

Figura 2. Comparacion de la anatomia de la via septo-hipocampal en roedores (izquierda) y
humanos (derecha). En ambos casos se muestra como el septum medial (rojo) se conecta con el
hipocampo (azul) a través del sistema fimbria-férnix (amarillo).1 y 3) Regiones pre y post
comisurales de la fimbria o férnix, 2) nucleo del septum medial). 4) cuerpos mamilares. Imagen

tomada de Senova, 2020.

En el caso especifico de la regidn septal, esta localizada entre el cuerno anterior del
ventriculo lateral y la parte dorsal de la linea media de la comisura anterior, dividiéendose
en cuatro subregiones de acuerdo con su ubicacién anatomica (lateral, medial, posterior
y ventral). Desafortunadamente, muchos trabajos se han referido de manera vaga al area
septal y solo la han denominado como septum. Aspecto que puede llegar a provocar
confusién y discrepancia al momento del reporte de resultados. Esto debido a que cada
region septal cumple con roles funcionales especificos 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 region de interés como septum medial. Como ya se menciond
anteriormente, esta estructura alberga poblaciones de neuronas colinérgicas,
glutamatérgicas y GABAérgicas, todas ellas conectadas entre si (Kiss, Patel, Baimbridge,
et al., 1990; Hajszan et al., 2004; Leao et al., 2015) y proyectandose hacia otras regiones
cerebrales como el hipocampo a través del sistema fimbria-férnix (Sun et al., 2014)
(Figura 2). En este sentido, pocos estudios se han enfocado en el estudio de la
participacion del septum medial en el desarrollo de la epilepsia del I6bulo temporal (Y.
Wang et al., 2020; Hristova et al., 2021a).

La epilepsia del I6bulo temporal es la forma mas frecuente de epilepsia con crisis focales
secundarias a una etiologia estructural, siendo las mas comunes: las lesiones cerebrales,
los tumores, y las malformaciones estructurales de regiones cerebrales especificas
(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, aun se desconocen los mecanismos que subyacen el origen del
desorden neurolégico y los cambios progresivos que van ocurriendo en la microestructura
de ciertas regiones cerebrales antes de la detonacion de la primera crisis epiléptica. A
nivel clinico 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 I6bulo 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 induccion 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
neurofisioldgicos caracteristicos de la patogénesis de la epilepsia del I6bulo temporal. Sin

embargo, aun quedan pendientes los estudios que permitan rastrear los cambios
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microestructurales e histologicos que ocurren como consecuencia de un sutil defecto o
dafo a nivel de una estructura limbica especifica. A la postre, representara 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 neurotransmision excitadora e inhibidora ha sido sefialado 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 I6bulo temporal (During &
Spencer, 1993; Cavus et al., 2005, 2008; Luna-Munguia et al., 2011). Reportandose
niveles extracelulares elevados de glutamato y disminuidos de acido gamma amino
butirico (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 participacion del sistema colinérgico
en la epilepsia del I6bulo temporal pues se considera a la acetilcolina como el segundo
neurotransmisor excitador mas abundante a nivel cerebral. Los resultados obtenidos
sugieren que las fallas en la neurotransmision 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 especifico de la ELT, 30% de los pacientes desarrollan farmacorresistencia
(Loscher, 2005; Loscher & Schmidt, 2011). Siendo la esclerosis hipocampal, la anomalia
estructural mas relacionada con dicha refractariedad (Bernasconi, 2006; Blumcke &
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 adopcion de un patron de dispersion de las neuronas granulares, lo

cual provoca que aumente el grosor y se difuminen los bordes de la capa granular
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(Sloviter, 1987; Houser, 1990; Bernasconi, 2006; Blumcke & Spreafico, 2012; Blimcke
et al., 2013). Este patrdn restringido del dafo permite diferenciar la esclerosis hipocampal
de otras patologias como las lesiones isquémicas o hipdxicas, donde el dafio suele estar

mas 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 region CA3. Sin embargo, bajo
condiciones patoldgicas todos los cambios estructurales e histopatolégicos culminaran
en alteraciones a nivel de conectividad, pues la descarga repetida de las neuronas
granulares destruira a las células musgosas y neuronas piramidales en CA3 (Sloviter,
1991; Curia et al., 2014).

Los modelos animales tienen como objetivo representar las caracteristicas celulares,
moleculares, clinicas y fisiopatolégicas de una enfermedad (Curia et al., 2008). En este
trabajo nuestra intencion no era favorecer los cambios estructurales e histolégicos a
través de la detonacién de crisis epilépticas en un modelo animal de epilepsia. Nuestro
objetivo fue dafiar a la poblacién de neuronas GABAérgicas y a la poblacion de neuronas
colinérgicas del septum medial de ratas sanas (intactas) mediante la inyeccion de
saporinas y evaluar los cambios que a la postre se suscitarian tanto en la regién septal
como en estructuras alejadas pero conectadas al sitio de la inyeccion. Dichas saporinas
son sustancias que inactivan el ribosoma de las células a través de la inhibicion de la
sintesis de proteinas. Por ello, al conjugarse con anticuerpos especificos son capaces de
actuar sobre células especificas, provocando la muerte de dichas células y alterando el
funcionamiento de las regiones aledafias a la inyeccion. Para dafiar a la poblacion de
neuronas GABAérgicas del septum medial usamos una saporina conocida como GAT1-
SAP (Pang etal., 2011; Koppen et al., 2013; Roland, Stewart, et al., 2014; Zafar &
Jabeen, 2018). Para el caso de la poblacién 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).
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JUSTIFICACION.

Alrededor de 60 millones de personas sufren epilepsia a nivel mundial. Especificamente,
la epilepsia del I6bulo temporal es el tipo de epilepsia mas frecuente y el mas 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,
aun se desconocen los mecanismos que subyacen el origen del desorden neuroldgico y
los cambios progresivos que van ocurriendo en la microestructura de ciertas regiones
cerebrales antes de la detonacién de la primera crisis epiléptica. Una de las explicaciones
al desarrollo de la epilepsia del I6bulo temporal se enfoca en el desbalance en la
neurotransmision excitadora e inhibidora originado por fallas en el funcionamiento de las
proyecciones septo-hipocampales. Pocos estudios se han enfocado en el estudio de la
participacion del septum medial en el desarrollo de la epilepsia del I6bulo temporal. A
nivel clinico 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 histolégicas e inmunohistoquimicas.
Esto nos permitira evaluar y caracterizar las anomalias anatomicas que ocurren tanto en
el sitio de inyeccidn de las saporinas como en regiones alejadas pero conectadas a dicho

lugar.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El dafo en las conexiones GABAérgicas o colinérgicas del septum medial de ratas
intactas inducira cambios en la estructura e integridad de otras regiones cerebrales

alejadas pero conectadas al sitio de la lesion?

HIPOTESIS.

El dafio de las conexiones GABAérgicas o colinérgicas del septum medial de ratas
intactas inducira una reduccion significativa de dichas poblaciones neuronales a nivel
de la lesion, lo cual afectara no sélo la densidad neuronal sino también la estructura
y la integridad de regiones cerebrales alejadas pero conectadas al sitio de la lesidn.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los efectos posteriores a la lesion inducida sobre la via septo-hipocampal en

ratas.

1 Objetivos especificos.

- Evaluar la ausencia de malformaciones cerebrales en las ratas mediante imagenes por

resonancia magnética de tipo anatomicas previo al protocolo de experimentacion del

proyecto.

- Evaluar los efectos que causara el dafio inducido sobre las interneuronas GABAérgicas

o colinérgicas del septum medial de ratas.
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- Evaluar, mediante el marcaje inmunohistoquimico de transportadores
GAT1, el grado de lesion que inducira la inyeccion de la saporina GABAérgica en
el septum medial como regién de origen de la via septo-hipocampal

- Evaluar, mediante la técnica de inmunohistoquimica la presencia de la
enzima colina acetiltransferasa, lo cual refleja el grado de lesidn que inducira la
inyeccion de la saporina colinérgica en el septum medial como region de origen de
la via septo-hipocampal.

- Evaluar, mediante la técnica histologica Azul de toluidina, el dafio axonal
inducido en la fimbria como regiéon comunicante de la via septo-hipocampal.

- Evaluar, mediante la técnica histologica de tincion de Timm, el dafo
estructural y neuronal inducido en el hipocampo dorsal como region blanco o diana
de la via septo-hipocampal.

- Evaluar, mediante la técnica histolégica de tincion de Nissl, la pérdida
neuronal y citoarquitectura en hipocampo dorsal, de la fimbria, del talamo dorso-
medial y de la amigdala



MATERIALES Y METODOS.

1 Animales

Se utilizaron 44 ratas Sprague-Dawley macho (con el fin de evitar alteraciones
estructurales y de neurotransmision debido a los cambios hormonales de las hembras)
de 38 dias de edad al inicio del estudio,. Los animales fueron solicitados al Bioterio del
Instituto de Neurobiologia y se mantuvieron en sus cuartos de alojamiento bajo
condiciones controladas de ventilacion, 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-ZO0-1999/SAGARPA). EIl protocolo de
investigacion fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto de Neurobiologia (Protocolo CICUAL #105A).

2 Imagenologia por Resonancia Magnética

El protocolo de escaneo se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Imagenologia por
Resonancia Magnética (LANIREM). Aqui, se utilizé un resonador Bruker de 7 Teslas para
especies pequenas, el cual estaba conectado a una consola con software Paravision 7.0.
Para la deteccion de la sefal y la transmisién de pulsos de radiofrecuencia se us6 una
antena de superficie 2x2 de recepcion unica y una antena de volumen, respectivamente.
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de isoflurano (4%) - oxigeno a un flujo
de 2.5 litros/minuto. Una vez corroborada la sedacién, los animales fueron colocados
sobre el riel e introducidos al resonador. Durante el escaneo, los animales inhalaron una
mezcla de isoflurano (2%) - oxigeno a un flujo similar al de la induccion, se les mantuvo
a 37°C mediante un sistema de recirculacion de agua caliente y se les monitore6 su

frecuencia respiratoria.

El objetivo de este escaneo de 4 minutos por animal fue obtener imagenes anatémicas

con contraste T2 que nos permitieran garantizar que los animales que ibamos a utilizar
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no tuvieran algun tipo de lesion cerebral (desde quistes hasta ventriculomegalia).
Aproximadamente entre 10 y 15% de los animales se excluyeron de este protocolo por

anormalidades anatémicas.

3 Cirugia estereotaxica

Seis dias 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 quirurgico.

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

A cada animal se le inyectaron 1.2 ul de la soluciébn amortiguadora a una concentracion
de 0.1M. Flujo de la administracion: 0.1 pl/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 pl de dicha solucién a una concentracion de 325 ng/pl (Pang et al., 2011;
Roland et al., 2014a, 2014b). Flujo de la administracion: 0.1 pl/min.

d) Grupo saporina colinérgica (192-1gG-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 yl de dicha solucién a una concentracién de 375 ng/ul (Ferencz et al., 2000,

2001). Flujo de la administracién: 0.1 pl/min.

Los animales sometidos a la cirugia fueron anestesiados con una mezcla de ketamina-
xilacina (70 y 10 mg/kg, respectivamente), inyectada via intraperitoneal. Posteriormente,
se les coloco sobre el marco estereotaxico (Stoelting). Con base en el atlas estereotaxico
de Paxinos (George Paxinos & Charles Watson, 2023) y cuyas coordenadas fueron
previamente establecidas en el laboratorio para este tamarno de animales (anteroposterior
= 0.1 mm; lateral = -2 mm; profundidad = -6.8 mm; angulo de inclinacion de 20°), se les
realiz6 un trépano craneal a nivel de septum medial. La inyecciéon del liquido

correspondiente se hizo a través de una jeringa Hamilton acoplada a una bomba de
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infusidon conectada a un controlador digital (Micro4 MicroSyringe Pump Controller, WPI).
Al terminar la inyeccion, la aguja se retird paulatinamente y se suturo la incision. A todos
los animales se les inyect6 una dosis de ketorolaco (30 mg/ml; PiSA) al finalizar la cirugia
y 24 horas después del procedimiento.

4 Inmunofluorescencia

Esta técnica se utilizo para evaluar el dafio neuronal infligido a nivel del septum medial.
Siete dias después de la cirugia, dos animales por grupo fueron perfundidos de manera
intracardiaca con solucion salina (0.9%) y posteriormente con solucion de
paraformaldehido (4%). Los cerebros de los animales fueron removidos y post-fijados en
solucion fresca de paraformaldehido (4%) por 24 horas. Al dia siguiente, los cerebros se
colocaron en vasos limpios con solucion de sacarosa al 20%. Dos dias después, se
movieron a vasos limpios con solucion de sacarosa al 30%. Cuarenta y ocho horas
después fueron congelados con hielo seco y almacenados a -70°C. Dias después, cada
cerebro fue rebanado mediante el uso de un criostato (Leica Biosystems 3050S). Las
rebanadas coronales de 20 micras de grosor (especificamente a la altura donde se
encuentra el septum medial) se colectaron de manera seriada en placas con pocillos que
contenian PBS 1X frio; al finalizar, las placas se guardaron en un refrigerador a 4°C hasta
el dia en que fueran a ser procesadas para inmunofluorescencia (Figura 3).

Para llevar a cabo el protocolo de inmunofluorescencia, cada rebanada se incubd en
solucion bloqueadora (albumina bovina sérica al 2% y tritbn X-100 al 0.3%) por 45
minutos a 4°C y bajo agitacion 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

100ul de PBS 1X y solucion 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 solucion
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-HCI (0.2 M, pH 8.5) y DABCO (1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-octane). Las
imagenes se adquirieron mediante el uso de un microscopio confocal laser (Zeiss LSM
780 DUO) bajo los siguientes parametros: objetivo 25X, resolucién 512 x 512, velocidad
de captura 7 y Z stack (profundidad) a 7 en un mosaico de 5 x 8 con un frack laser de
3.500 para cada anticuerpo. El procesamiento de imagenes y conteo neuronal en la
region de interés (septum medial) se llevd 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 describié en el parrafo 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 solucion bloqueadora). Posteriormente, las rebanadas fueron sumergidas y
cubiertas como se describio anteriormente. Las imagenes se adquirieron mediante el uso
de un microscopio de fluorescencia Apotome-Zeiss conectado a una computadora con el
software AxioVision. El procesamiento de imagenes y conteo neuronal en la region de

interés (septum medial) se llevo 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, asi como la facilidad

de agenda y rapidez de la adquisicion.

4.1 Calculos matematicos para obtencién 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 tenian los dos animales que

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

El calculo 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 Analisis histolégicos

Siete semanas después de la cirugia (o el equivalente para las ratas del grupo Control),
a todos los animales se les inyectd una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital
sodico. Aleatoriamente, tres animales por grupo fueron elegidos para ser sometidos al

protocolo de azul de toluidina, tincion de Timm y tincion de Nissl (Figura 3).
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5.1 Azul de Toluidina

El azul de toluidina es un colorante acidofilico que pertenece al grupo de las tiazidas,
capaz de tedir los componentes acidos de los tejidos (sulfatos y radicales fosfatos
incorporados al acido desoxirribonucleico y acido ribonucleico de las células). También
usado en el campo de la epilepsia para identificar cambios estructurales y morfologicos
del tejido cerebral como consecuencia del dafio axonal (Sitovskaya et al., 2020).

Siete semanas después de la cirugia, cuatro animales de cada grupo fueron perfundidos
de manera intracardiaca con solucion salina (0.9%) y posteriormente con solucion de
paraformaldehido (4%) y glutaraldehido (50%). Los cerebros de los animales fueron
removidos y post-fijados en solucion fresca de paraformaldehido y glutaraldehido por 24
horas a 4°C. Al dia siguiente, cada cerebro se colocdé en un contenedor limpio con
solucion de paraformaldehido (4%) fresca y almacenados a 4°C hasta el dia de la
diseccion. Este dia, a cada cerebro se le corté un primer bloque pequefo que abarcaba
la region de la fimbria y del hipocampo dorsal izquierdo; el segundo bloque pequefio
abarcaba la region de la fimbria y del hipocampo dorsal derecho. Todos los bloques
fueron lavados con un buffer de cacodilato sédico 0.1 M y una solucion de glutaraldehido
al 3% durante 60 minutos. Después, los bloques fueron tratados con tetroxido de osmio
(0.1%) y una solucidbn amortiguadora de cacodilato sédico 0.1 M por 6 horas.
Posteriormente, cada bloque fue lavado un par de veces con solucion amortiguadora de
cacodilato sédico fresco (0.1 M; 10 minutos cada lavado), deshidratados un par de veces
con alcohol etilico (empezando en 10%, 20%, 30%, hasta alcanzar una concentracion
absoluta; 10 minutos cada uno), y finalmente tratados con 6xido de propileno por 30
minutos. Cada bloque fue sumergido en una mezcla de 6xido de propileno y resina
epoxica por 48 horas. Las muestras fueron removidas y puestas en resina epéxica fresca
por 5 horas. Después fueron sacadas y puestas en capsulas BEEM que contenian resina
epoxica fresca. Se llevaron a un horno y se dejaron ahi a 60°C por 36 horas. Después de
la polimerizacion, cada bloque fue rebanado usando un ultramicrotomo (RMC Power
Tone XL). Cada seccion (de 600 nanometros de grosor) fue tefiida con azul de toluidina
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y una solucion de tetraborato de sodio al 5%. Las imagenes se adquirieron mediante el

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

5.2 Tincion de Timm

Esta tincion se utilizé 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 aqui usado se basoé
parcialmente en lo reportado previamente (Cintra et al., 1997). Tres animales de cada
grupo fueron perfundidos de manera intracardiaca con solucion salina (0.9%) vy
posteriormente con solucion nonahidratada de sulfito de sodio 0.1 M y solucion de
Karnovsky (paraformaldehido al 1% y glutaraldehido al 1.25%, disueltos en PBS 0.1X;
pH 7.4). Los cerebros de los animales fueron removidos y post-fijados en solucién fresca
de Karnovsky mezclada con solucion de sucrosa al 30% para crioproteger al tejido. Una
vez que los cerebros precipitaron, cada cerebro fue rebanado mediante el uso de un
criéstato (Leica Biosystems 3050S). Las rebanadas coronales de 40 micras de grosor
(especificamente a la altura donde se encuentra el hipocampo dorsal) se montaron en
portaobjetos electro-cargados y las laminillas se sumergieron en solucion de Timm (goma
arabiga al 30%, acido citrico 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 tefidas fueron contra-tefiidas con una solucion de violeta de
cresilo al 0.1%. Para la visulizacion de las imagenes se utilizé un microscopio de luz AM
Scope T690C-PL (objetivos 4X, 10X y 40X) acoplado a una camara conectada al software
AM Lite.

5.3 Tincion de Nissl

De cada grupo, dos animales fueron perfundidos de manera intracardiaca con solucion
salina (0.9%) y posteriormente con solucion de paraformaldehido (4%). Los cerebros de
los animales fueron removidos y post-fijados en solucidn fresca de paraformaldehido
(4%) por 24 horas a 4°C. Al dia siguiente, los cerebros se colocaron en vasos limpios con
solucion de sacarosa al 20%. Dos dias después, se movieron a vasos limpios con
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solucion de sacarosa al 30%. Cuarenta y ocho horas después fueron congelados con
hielo seco y almacenados a -70°C. Dias después, cada cerebro fue rebanado mediante
el uso de un criostato (Leica Biosystems 3050S). Las rebanadas coronales de 90 micras
de grosor (especificamente a la altura donde se encuentra el hipocampo dorsal, la fimbria,
el talamo dorso-medial y la amigdala) se iban colectando en placas con pocillos que
contenian PBS 1X frio; al finalizar, las placas se guardaron en un refrigerador a 4°C hasta
el dia en que fueran a ser montadas en portaobjetos. Una vez montadas las rebanadas,
las laminillas fueron tefidas con violeta de cresilo y usadas para identificar los limites
citoarquitectonicos del hipocampo dorsal, de la fimbria, del talamo dorso-medial y de la
amigdala. Las imagenes se adquirieron mediante el uso de un microscopio de luz
trinocular (AmScope) acoplado a una camara digital. Con base en estas imagenes, se
evalud la severidad del dafio tisular (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama del protocolo experimental. Todos los animales fueron escaneados para
garantizar la integridad del tejido cerebral. Posteriormente, fueron divididos en cuatro grupos.
Algunos animales fueron sometidos al andlisis de inmunofluorescencia para confirmar el sitio de
lesidn a nivel del septum medial y evaluar la extension del dafio neuronal después de una semana
de haber hecho la inyeccidon correspondiente. Los demas animales fueron sometidos a tres
protocolos histoldgicos: 1) azul de toluidina para identificar cambios estructurales y morfolégicos
del tejido cerebral como consecuencia del dafio axonal, 2) tincién de Timm para evaluar el brote
de fibras musgosas que aparece a nivel de las diferentes regiones que integran al hipocampo
dorsal y 3) tincidon de Nissl para evaluar el dafio tisular y la muerte neuronal que ocurrié en

regiones alejadas pero conectadas al sitio de la inyeccién.
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RESULTADOS.

1 Inmunofluorescencia

Una semana después de la inyeccion de la saporina GABAérgica (GAT1-SAP) dentro del
septum medial, se observé una reduccion preferente de neuronas GABAérgicas (|73% y
180%) (Figura 4C) y no de colinérgicas (|40% y |35%) (Figura 4G). Los animales
inyectados con la saporina colinérgica (192-1gG) dentro del septum medial mostraron una
evidente reduccion de neuronas colinérgicas (|89% y |90%) (Figura 4H) y no de
GABAérgicas (|30% y |35%) (Figura 4D). Esto confirma que la inyeccidon se realizo
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 vehiculo (PBS), sus imagenes también se
compararon con las de los animales del grupo Control y se observo un ligero decremento
en el numero de células tanto parvalbumina(PV)-inmunoreactivas (|18% y |19%) como
colina acetiltransferasa(ChAT)-inmunoreactivas (|20% y |21%) (Figura 4B, 4F). Esto
indica que la lesibn mecanica, secundaria a la inyeccion del vehiculo, también puede
inducir cierta destruccion 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 permitio llevar a cabo una buena comparacion de los porcentajes de cambio

entre grupos.
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CONTROL

PBS

GAT1

192-1gG

Figura 4. Neuronas inmunopositivas a parvalbumina (PV) y a colina acetiltransferasa (ChAT), asi
como el marcaje neuronal mediante NeuN. Las lineas puntedas en Ay E limitan el perimetro del

septum medial intacto de las ratas control; las flechas amarillas indican las areas del septum
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medial donde se llevd a cabo la cuantificacién neuronal. B y F muestran una ligera reduccion de
las neuronas GABAérgicas o colinérgicas, respectivamente, después de la inyeccion del vehiculo
(PBS) en el septum medial. C: la inyeccion de la saporina GABAérgica (GAT1-SAP) dentro del
septum medial claramente deforma la estructura de dicha region y reduce principalmente la
presencia de neuronas PV-inmunopositivas; la saporina GABAérgica es parcialmente selectiva
pues las células ChAT-inmunoreactivas también se vieron afectadas, principalmente en la parte
superior del septum medial (asterisco) (G). El efecto a la inversa ocurrié con la inyeccién de la
saporina colinérgica (192-1gG) dentro del septum medial: las células ChAT-inmunopositivas fueron
las principales afectadas (asterisco) (H) pero las células parvalbimina-inmunoreactivas también

se vieron ligeramente afectadas (D).

En la Tabla 1 se muestra el total de neuronas parvalbumina-inmunoreactivas y colina
acetiltransferasa-inmunoreactivas de las ocho ratas usadas para este fin. El conteo se
realiz6 de manera manual a través de la herramienta measure / Multi-point / ROls 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 inyeccion en el sitio de
correcto al presentar una reducida cantidad de las poblaciones debido en parte a la lesion
mecanica, pero principalmente a las saporinas parcialmente selectivas, por esta razén es
que la n = 2 grupal parece suficiente para dicho propdsito, ya que sumado al resto de la
caracterizacion histologica se describe con éxito el desarrollo histopatolégico secundario

a la lesion de la via septo-hipocampal.
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Tabla 1. Conteo del numero total de células GABAérgicas y colinérgicas de todos los animales

sometidos al protocolo de inmunofluorescencia.

Grupo Rata ChAT-inmunoreactivas PV-inmunoreactivas
Control R352 355 228
Control R353 308 251
Vehiculo (PBS) R354 229 198
Vehiculo (PBS) R355 255 203
GAT1-SAP R397 201 62
GAT1-SAP R398 218 51
192-1gG R399 40 170
192-1gG R400 34 155

2 Dano tisular

El grupo inyectado con la saporina GABAérgica en el septum medial presento6 dafio visible
en la estructura en la fimbria (Figura 5G). La fimbria de los animales inyectados con el
vehiculo (PBS) o con la saporina colinérgica, no presentaron alteraciones histolégicas
(Figura 8D, J). Esto demuestra que el dafio observado en el grupo inyectado con la
saporina GABAérgica se debe a la neurotoxina y no a defectos relacionados con el tejido

0 a la tincion.
Los resultados obtenidos a partir de esta tincion sugieren que los cambios observados
en el grupo inyectado con la saporina GABAérgica son secundarios a la pérdida axonal,

aspecto que podria facilitar la hiperexcitabilidad neuronal.

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

la sugerencia de artefactos y la malinterpretacion de resultados.

30



3 Brote de fibras musgosas

El brote de fibras musgosas a nivel del hipocampo dorsal fue evaluado a través de la
tincion de Timm (Figura 5), util para la visualizacion del depodsito de zinc vesicular
contenido en dichas fibras, en una formaciéon condensada de color oscuro presente en
CA2 del hipocampo. Observandose un incremento evidente en el brote de fibras
musgosas de los animales inyectados con la saporina GABAérgica (Figura 5l) al
compararlos con los animales control (Figura 5C). Este brote aberrante de fibras
musgosas no aparecio ni en los animales inyectados con el vehiculo (Figura 5F) ni en los

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

4 Muerte neuronal

Las rebanadas sometidas a la tincion de Nissl revelaron un dafo significativo en el
hipocampo dorsal, el tdlamo dorso-medial y la amigdala de los animales a los que se les
inyecto la saporina GABAérgica; efecto no observado en los animales de los otros grupos.
Siendo evidente la reduccion en el grosor de la capa piramidal a nivel de CA1 y CA3, asi
como un patron de dispersion de las células remanentes (Figura 6D). Ademas, se observé
una considerable muerte neuronal a nivel del talamo dorso-medial (Figura 6H) y de la
amigdala (Figura 6L), cuyo efecto se aprecia en la difusién de sus limites estructurales.
Los cambios en los animales inyectados con la saporina colinérgica también fueron
evidentes aunque no tan dramaticos como los observados en los animales inyectados

con la saporina GABAérgica.
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CONTROL

500um

192-1gG §

Figura 5. Terminales de fibras musgosas y dafio tisular. La primera columna muestra las imagenes
obtenidas a partir de la tincidon con azul de toluidina. La segunda (objetivo de 4X) y la tercera
columna (objetivo de 10X) muestran las imagenes obtenidas a partir de la tincion de Timm. Las
microfotografias obtenidas a partir de la tincion con azul de toluidina abarcan la frontera entre el
hipocampo dorsal (parte alta de las imagenes) y la fimbria (parte baja de las imagenes; la vainas

de mielina de los axones se tifiieron de color obscuro) (A,D,G,]). La inyeccidon de la saporina
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GABAérgica dentro del septum medial claramente provocdé dafio tisular en la fimbria (G), un efecto
no observado en los otros grupos. La tincién de Timm muestra las fibras musgosas a nivel de
hipocampo dorsal de las ratas control (B, C) y de las ratas inyectadas con el vehiculo (PBS) (E, F),
con la saporina GABAérgica (H, I) y con la saporina colinérgica (K, L). Las flechas en (H,l) muestran
un aumento aberrante en el brote de fibras musgosas a lo largo de la region de CA3 y de giro

dentado. Este brote aberrante de fibras musgosas no se observé en los demas grupos.
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Control PBS GAT1 192-19gG

Figura 6. Rebanadas sometidas a la tincidon de Nissl y pérdida celular. A: esquema representativo para
enmarcar las areas evaluadas (tdlamo dorso-medial en rojo y amigdala en verde). La primera fila
muestra las imagenes del hipocampo dorsal; la segunda fila muestra el talamo dorso-medial; la
tercera fila muestra a la amigdala. La inyeccién de la saporina GABAérgica en el septum medial
indujo una dramatica pérdida celular en las tres regiones cerebrales evaluadas (D, H, L). La
inyeccién de la saporina colinérgica no causé semejante impacto (E, I, M). No se observé efecto

alguno después de la inyeccidn del vehiculo (PBS) (C, G, K).
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DISCUSION.

Este trabajo de tesis muestra por primera vez que la lesion 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
histologico, la inyeccion de la saporina GABAérgica en septum medial dafid de manera
visible la estructura de la fimbria, indujo pérdida neuronal en hipocampo dorsal, talamo
dorso-medial y amigdala, y provoco la aparicion de un brote aberrante de fibras musgosas
a nivel del hipocampo dorsal. Este ultimo efecto llamé poderosamente nuestra atencion
pues es una caracteristica histopatoldégica comun en pacientes con epilepsia del I16bulo
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 alteracion del
septum medial sugieren el establecimiento de una red hiperexcitable que pudiera
predisponer al cerebro a desarrollar actividad epileptiforme.

El septum medial es una region cerebral altamente interconectada con otras estructuras
cerebrales y que ademas alberga poblaciones neuronales GABAérgicas (parvalbumina-
inmunoreactivas) (Freund, 1989) vy 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 (Toth et al., 1997); las segundas
contactan interneuronas inhibitorias, células piramidales y células granulares del dentado
(Frotscher & Léranth, 1985). Ademas, el septum medial constituye una fuente de
inervacion hipocampal a través del sistema fimbria-fornix, sitio donde la selectividad por
cada blanco puede llegar a jugar un rol especifico en la regulacién 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 formacion de la memoria como en la patofisiologia de desérdenes

neurolégicos como la epilepsia.
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Las anormalidades del fornix suelen ser bilaterales y simétricas en pacientes epilepticos
con esclerosis hipocampal unilateral, sugiriendo que poblaciones adicionales de fibras a
nivel del fornix pudieran contribuir al dafio 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-fornix
que llegan a provocar denervacion de las aferencias hipocampales, facilitan el desarrollo
de la actividad epiléptica (Buzsaki et al., 1989; Ferencz et al., 1997, 2001). Este efecto
podria deberse a la pérdida de las acciones moduladoras que ejerce la via septo-
hipocampal sobre la actividad eléctrica hipocampal pues dicha via esta relacionada con
el ritmo theta (Lee et al., 1994; Buzsaki, 2002; Unal et al., 2015). Sin embargo, dada la
complejidad de los circuitos involucrados, aun se desconocen cuales 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 disminucién en el numero de neuronas colinérgicas
septales (Cavalheiro, 1995; Follesa et al., 1999).

Estudios previos han simulado el dafio 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 inyeccion 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 téxico para las neuronas
colinérgicas (Claudio Cuello et al., 1990; Wiley et al., 1991). Estudios previos, incluyendo
el nuestro, han reportado que la inyeccion de la saporina 192-IgG en septum medial
reduce los marcadores colinérgicos dentro del lapso de una semana post-inyeccion,
observandose también una ligera reduccion en el numero de neuronas GABAérgicas
septales (parvalbumina-inmunoreactivas) (Craig et al., 2008). En este trabajo se reporta
por primera vez como la inyeccidon de la saporina colinérgica a nivel del septum medial
es capaz de provocar ciertas alteraciones a nivel del hipocampo dorsal, fimbria, talamo
dorso-medial y amigdala. En términos generales, este efecto podria 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 generalizacion de éstas. Estudios previos han descrito el efecto
de la inyeccion de la saporina 192-IgG en diferentes regiones cerebrales previo a la
estimulacion eléctrica tipo “kindling” (estimulaciones eléctricas de baja intensidad de
corriente que aumentan paulatinamente la excitabilidad neuronal), reportandose 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 poblacion neuronal. Como se ha
reportado con anterioridad, esta saporina redujo significativamente el numero de
neuronas GABAérgicas parvalbumina-inmunoreactivas dentro de los siete dias post-
inyeccion; sin embargo, no se alteré6 de manera considerable el numero de neuronas
colinérgicas presentes en dicha region (Pang et al., 2011; Képpen et al., 2013; Roland,
Stewart, et al., 2014; Roland, Janke, et al., 2014). En adicién al efecto celular inducido a
nivel del sitio de inyeccion, también observamos efectos dramaticos que ocurrieron al
paso de las semanas como: 1) un dafio estructural evidente en la fimbria, posiblemente
secundario a la pérdida axonal; algunos autores sugieren que este dafo podria llegar a
facilitar la hiperexcitabilidad neuronal (Scharfman, 2000); 2) pérdida neuronal en regiones
cerebrales alejadas pero conectadas al sitio de inyeccién; 3) brote aberrante de fibras
musgosas a nivel del hipocampo dorsal.

Uno de los resultados que mas llamaron nuestra atencién 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
lesion del sistema fimbria-fornix, la via 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 generacion del brote de fibras musgosas
aun se desconocen en su totalidad y representan un amplio debate a la hora de
considerarlos como causa o consecuencia de las crisis epilépticas (Acsady et al., 1998;
Cavazos et al., 1991; Buckmaster et al., 2002; Kim et al., 2003; Koyama & Ikegaya, 2004;

Evstratova & Téth, 2014). Algunos estudios han utilizado la microscopia electrénica y la
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tincion de Timm para visualizar las proyecciones y terminaciones axonales de las fibras
musgosas del giro dentado bajo condiciones normales y bajo condiciones experimentales
qgue involucran cambios en la conectividad neuronal inducidos por lesiones especificas
(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 (o0 en reversa) que forman sinapsis excitadoras con las dendritas
de las células granulares, una situacion que se cree que puede jugar un rol crucial en la
generacion 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 I6bulo temporal farmacorresistente (Mathern et al., 1995; Proper et al., 2000;
Blimcke & Spreafico, 2012; Blumcke et al., 2013; Schmeiser et al., 2017), el tipo mas
comun de epilepsia de origen focal (Téllez-Zenteno & Hernandez-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 cronica.
Algunos autores argumentan que es compensatoria (Sloviter et al., 2006; Schmeiser
etal.,, 2017) mientras que otros claman que es epileptogénica (Feng etal., 2003;
Hendricks etal., 2019). En nuestro caso, las ratas inyectadas con la saporina
GABAérgica no exhibieron conductas alteradas tipicas de un proceso epileptogénico, a
pesar de las alteraciones histopatologicas descritas. Sin embargo, el brote de fibras
musgosas puede ser considerado como un factor de riesgo capaz de influir no sélo en la
susceptibilidad a detonar crisis epilépticas sino también en el riesgo a morir durante una
crisis (datos del laboratorio sometidos a publicacion).

Estudios recientes en modelos animales de epilepsia del I6bulo temporal sugieren que
enfocarse en poblaciones neuronales especificas de la via septo-hipocampal pudiera ser
una herramienta promisoria para entender el proceso de epileptogénesis y para encontrar
nuevas estrategias para evitar la detonacién de las crisis epilépticas (Bao et al., 2020; Y.
Wang etal.,, 2020; Hristova etal.,, 2021b; Velasquez etal.,, 2023). Los resultados

38



obtenidos serviran de base para la realizacion de otros proyectos de investigacion 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 I6bulo
temporal y provocar un aumento en la susceptibilidad de los animales a presentar crisis

epilépticas.
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CONCLUSION.

Uno de los factores asociados de manera importante a la epileptogénesis es el dafio en
el desarrollo y/o funcionamiento de las proyecciones septo-hipocampales, que a su vez
estan mediadas por la neurotransmision tanto de GABA como acetilcolina, puesto que
representan un elevado porcentaje de las aferencias hipocampales. Este tipo de lesion
traera como consecuencia el desbalance provocado por las fallas en los sistemas
inhibitorios y por ende, un incremento de la excitabilidad. A nivel clinico, 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 especificamente algunas de las caracteristicas de la epilepsia del
I6bulo temporal que se observan comunmente dentro de la clinica. El desarrollo de otros
modelos animales se ha enfocado en la induccion de la hiperexcitabilidad neuronal y
rearreglos estructurales del circuito hipocampal a través de lesiones de poblaciones
neuronales especificas. A través de este proyecto de tesis se llevaron a cabo lesiones de
poblaciones neuronales especificas dentro del septum medial, y se evalud su efecto en
estructuras cerebrales participantes de la via septo-hipocampal que se encontraban
lejanas pero conectadas al sitio de la lesidn. Estos cambios podrian repercutir
directamente sobre la susceptibilidad de los animales para el desarrollo de crisis
recurrentes que deriven en epilepsia. Incluso, podrian repercutir en otras habilidades,
afectando su actividad locomotora, su coordinacién, o su capacidad para desempenarse
en diversas tareas conductuales (para evaluar memoria, o bien, conductas tipo ansiosas).
Por ello, a futuro resulta de gran importancia el desarrollo y la implementacion de nuevos
modelos de analisis, asi como la retroalimentacion de los resultados presentes junto con
otro tipo de técnicas (imagenoldgicas, electroencefalograficas, moleculares,
optogenéticas), que nos permitan evaluar y diferenciar de manera longitudinal los
cambios progresivos que sufre la formacién hipocampal tras la lesion del septum medial
ya descritos, sumado a las alteraciones en regiones lejanas pero conectadas al sitio de

lesion.
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Apéndice 1. Diagrama de flujo del protocolo de inmunohistoquimica. Esta es la
representacion 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 cirugia estereotaxica que divide la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS,
saporina GAT1 y saporina 192-1gG (2). Posteriormente, se hace la perfusién intracardiaca
utilizando cloruro de sodio al 0.9%, posteriormente PFA 4% junto con PBS o solucion
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 haran cortes coronales de 20 micras de la
region del septum medial utilizando el criostato y su mantenimiento en pocillos llenos de
PBS (6) y dara inicio el protocolo de inmunohistoquimica (6). En este, la inclusion de
rebanadas se hace en una mezcla de PBS junto con BSA al 2% y Triton X-100 al 0.3%,
division de técnica para cada poblacion neuronal, en agitacion (7.1), se incuban los
anticuerpos primarios durante 24hrs a 4°C en agitacion (7.2). Al dia 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 agitacion (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 visualizacion de las muestras se hace mediante el microscopio de
fluorescencia APOTOME para las poblaciones colinérgicas y el microscopio confocal

para las poblaciones GABAérgicas (8).
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Apéndice 2. Diagrama de flujo del protocolo Azul de toluidina. Las ratas fueron sometidas
a una resonancia magnética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugias
estereotaxicas que dividio la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS,
saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Posteriormente se realizé6 una perfusion
intracardiaca con PFA al 4% y glutaraldehido al 50% en buffer de fosfatos 0.1 M (3). Al
inicio del protocolo de tincion se extrajeron los cerebros y se incluyeron en solucién PFA-
glutaraldehido durante 24hrs a 4°C (4.1). Al dia siguiente se cambid la solucion 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 solucién de buffer de cacodilatos sédico
y solucion de glutaraldehido al 3% durante 1 hora (4.4). Después se cambid la solucién
a tetradxido 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 utilizé un tren
de concentraciones de cambio de 10% cada una, hasta llegar a la concentracién de
alcohol etilico absoluto, todo sobre hielo frapeado (4.7) y los tejidos se incluyeron 2 veces
en 6xido de propileno durante 30min (4.8). Posteriormente se cambio la solucion a mezcla
oxido de propileno y resina epoxica y dejar durante 42hrs en el agitador (4.9). Las
muestras deben ser embebidas en capsulas BEEM con resina epodxica 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 flotacion 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 tincion de Timm. Las ratas fueron
sometidas a una resonancia magnética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugias
estereotaxicas que dividio la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS,
saporina GAT1 y saporina 192-IgG (2). Posteriormente se realizé6 una perfusion
intracardiaca con solucién de NaCl al 0.9% seguida de solucion de sulfuro de sodio
nanohidratado a 0.1M y solucion de Karnosky [(1% PFA, 1.25% glutaraldehido en buffer
fosfatado] al 0.1 M (3). Para el inicio del protocolo de tincién de Timm [30% goma arabiga,
0.13M de acido citrico (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
solucion de Karnovsky con sucrosa al 30% para su crioproteccion (4.1), posteriormente
se realizan cortes de 40micras en el criostato (4.2) y se montaron en portaobjetos
precargados sumergidos en la solucion de Timm (4.3) durante 90 min en un cuarto oscuro
a temperatura ambiente. Finalmente los tejidos se contratifien utilizando solucion de
violeta de cresilo al 0.1% (5.4). Para su visualizacion (5), se utiliza un microscopio de luz
(6) conectado a software AM Scope (7). Este protocolo esta basado en el de Cintra et. Al
de 1997.
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Apéndice 4. Diagrama de flujo del protocolo de tincion de Nissl. Las ratas fueron
sometidas a una resonancia magneética estructural T1 (1). Después se realizaron cirugias
estereotaxicas que dividio la n total en los 4 grupos experimentales: control, PBS,
saporina GAT1 y saporina 192-1gG (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 solucion de Nissl 0.25g de violeta de cresilo en 100ml de alcohol al 25%
por 7min, lavados con alcohol etilico 50% por 30seg, alcohol etilico al 70% por 1min.
Posteriormente fueron sumergidos en una solucion diferenciadora (300ml de alcohol
etilico al 70% con 10 gotas de acido aceético) 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 imagenes se tomaron a través
de una camara conectada al microscopio de luz AmScope MU1803 (6) a través de los
objetivos 4X 'y 10X (7).
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