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Materiales y métodos

MATERIALES

ANIMALES

Excepto para los experimentos de la seccién 4.5, se trabajé con ratas
(Rattus norvegicus) macho albinas de la cepa Sprague-Dawley, con un peso
comprendido entre los 275 y los 300 gramos al inicio de los experimentos. Los
animales se mantuvieron enjaulados, bajo un ciclo controlado dia-noche de 12
horas y con libre acceso a comida y agua. Fueron facilitados por el Estabulario
de la Facultat de Medicina de la U.B. y manipulados en sus instalaciones
observando siempre la reglamentacién sobre la manipulacién de animales de
experimentacién aprobada por La Generalitat de Catalunya (Decreto 214/1997
del DOGC n° 2450).

El estudio descrito en la seccidn 4.5 se realizd con ratas macho de la cepa
Long-Evans obtenidas en las Charles River Breeding Farms (St. Constant,
Québec, Canada). Se mantuvieron enjauladas y fueron manipuladas segun la
normativa del Canadian Council for Animal Care y la McGill University.

TEJIDOS HUMANOS

Las muestras de tejido cerebral se obtuvieron procedentes de autopsias, a
través del Servei d’Anatomia Patologica del Hospital Sant Joan de Deu de
Barcelona y gracias a la amable colaboracién de la Dra. Victoria Cusi. La
obtenciéon de dichas muestras se realizé siempre con la aprobacién del Comité
de Etica del hospital.

FARMACOS ESPECIFICOS

& El acido o-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-propionico (AMPA), con un
PM de 267,1 g/mol era un potente aminoacido excitador que interactia
selectivamente con los receptores de glutamato/quiscualico en el sistema
nervioso central. Era soluble en H,O y etanol, se guard6 almacenado a 4°C y fue

suministrado por Sigma.

57



Materiales y métodos

& La 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX) con un PM de 116,9 g/mol
era un antagonista especifico de los receptores A de la adenosina. Era soluble
en etanol y DMSO, se guardd a 4°C y fue suministrado por Sigma.

ANTICUERPOS

& El anticuerpo anti-GFAP era un anticuerpo monoclonal de ratén contra la
proteina acidica fibrilar glial purificada de la médula espinal de cerdo. Se
guardaba a -30°C en alicuotas de trabajo y fue suministrado por Sigma.

@ El anticuerpo anti-ChAT era un anticuerpo monoclonal de ratén contra la
colina acetiltransferasa purificada del cerebro de rata. Se guardaba a -30°C en
alicuotas de trabajo y fue suministrado por Chemicon International.

& El anticuerpo anti-parvalbimina era un anticuerpo monoclonal de ratén
contra la parvabumina purificada del musculo de carpa. Se guardaba a -30°C en
alicuotas de trabajo y fue suministrado por Sigma.

& El anticuerpo anti-yy-enolasa era un anticuerpo policlonal de conejo contra
la enolasa especifica de neuronas purificada del cerebro buey. Se guardaba a -
30°C en alicuotas de trabajo y fue suministrado por Chemicon International.

& El suero normal de cabra (NGS) asi como el resto de anticuerpos y
reagentes necesarios para la serie de reacciones inmunohistoquimicas se
guardaba a la temperatura aconsejada por la casa comercial y fue suministrado
por Sigma.

RADIOLIGANDOS

& El 1-(-2-clorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-isoquinolinocarboxamida o
PK-11195, era un antagonista del receptor periférico de benzodiacepinas con un
PM de 352.86 g/mol y un punto de fusién de 136-138°C. Era soluble en etanol e
insoluble en agua o soluciones basicas. La forma tritiada se guardd a -20°C y fue
suministrada por NEN.

@ El quinuclidinil bencilato L-[bencilico-4,4'-*H) ([3H]QNB) era un antagonista
de los receptores muscarinicos de la acetilcolina con un PM de 337,4 g/mol y un
punto de fusion de 164°C. Era sensible a la luz, soluble en etanol y tenia una tasa
de descomposicion del 3% cada doce meses. Se guardd a -20°C y fue
suministrado por NEN.
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& El [*H]jmuscimol era un antagonista de los receptores A; del GABA con un
PM de 115,0 g/mol. Era sensible a la luz, muy soluble en agua y metanol, algo
menos en etanol. Tenia una tasa de descomposicion del 0.3% por semana durante
las primeras 27 semanas acelerandose posteriormente. Se guardé a -20°C y fue
suministrado por Amersham.

@  El (+)[PH] dizocilpine maleato ("H]MK-801) era un anatagonista de los
receptores NMDA del glutamato con un PM de 221,3 g/mol. Era soluble en agua,
etanol y soluciones acuosas acidas. Tenia una tasa de descomposicion del 3%
anual, se guardo a -20°C y fue suministrada por ARC

& El [*H]iazabemide era un inhibidor reversible de la monoamino oxidasa B
(MAO B) con un PM de 238,01 g/mol. Era soluble en agua y etanol. Tenia una
tasa de descomposicion anual del 8% y se guardé a -20°C. Era una molécula
sintetizada en los laboratorios Hoffmann-La Roche (Basel, Suiza) que nos fue
generosamente facilitada por el Dr. J. Grayson Richards.

SOFTWARE ESPECIFICO _

E! analisis y cuantificaciéon de imagenes se realizé con el programa
OPTIMAS® v4.0 (BioScan Inc) para Windows. El estudio estadistico se realiz6
con los paguetes estadisticos STATGRAPHICS® v6.0 (STSC Inc.) e INSTAT
v2.04a (GraphPad Software) ambos para MS-DOS.

OTROS COMPUESTOS

La hematoxilina de Mayer, la isolectina By, el yoduro de acetiltiocolina, el
violeta de cresilo y el verde rapido eran de Sigma, mientras que el rojo de
alizarina era de Merck. Los inhibidores PK-11195, sulfato de atropina, (+)-MK-
801-maleato, y L-deprenil fueron suministrados por RBI, lo mismo que el CGS-
19755, finalmente la etopropazina era de Sigma.

El resto de compuestos se obtuvo de diversas casas comerciales y era de la
maxima pureza disponible. Se utilizé6 agua MilliQ para todas las soluciones, las
cuales se conservaron a 4°C hasta su utilizacion excepto en los casos en que el

protocolo exigia lo contrario.
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METODOLOGIA GENERAL

ANESTESIA DE ANIMALES

Se utilizaron dos procedimientos de anestesia diferentes ya fuera para el
sacrificio o la cirugia de los animales. Para su sacrificio, se introdujo la rata en un
cristalizador con la atmésfera saturada de éter dietilico (Panreac) antes de ser
decapitada. Esto se hizo asi en todos los animales excepto en las ratas destinadas
al estudio de las actividades enzimaticas. En este caso, ademas de no presentar
ningun estrés, las ratas debian ser sacrificadas en estado de consciencia. También
fueron anestesiadas con éter dietilico todas las ratas antes de ser sometidas a
perfusién transcardiaca.

Para las experiencias de cirugia, las ratas fueron anestesiadas con
equitesina. Este anestésico es una mezcla de hidrato de cloral y pentobarbital
sadico. La mezcla se preparaba protegida de la luz y era:

a) Hidrato de cloral (Panreac) 212¢g
Propilenglicol (Panreac) 214 mL

b) Pentobarbital sédico (RBI) 485 mg
Etanol (Sharlau) 5,75mL

¢) MgS0O, x 7 H,O (Panreac) 1,06 g
Agua destilada 21,8 mL

Mezclar (a + b) + c y guardar a 4°C protegida de la luz.

La administracién era intraperitoneal con jeringuillas de insulina, en dosis de
0,12 unidades por cada gramo de rata.

LESION ESTEREOTAXICA

Mediante estereotaxia es posible acceder de forma muy precisa a nicleos
especificos del cerebro de rata. Bien sea para introducir un electrodo, una fibra de
microdialisis o inyectar una solucion en el nlcleo escogido.
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La lesion se realizo con un aparato de estereotaxia (David Kopf, Carnegie
Medicine) y los animales se operaron siguiendo siempre las coordenadas de
referencia definidas en el Atlas de Paxinos et al. (1986) (figura 3.1). La barra de
fijacidén de los incisivos estaba situada a -3,3 mm de altura. La diferencia de altura
de los puntos bregma y lambda nunca super6 los 0,3 mm. Mientras que la altura
del nucleo se calculo a partir de la duramadre.

lambda

I\ L.
< barra de incisivos

Figura 3.1: Vistas superior y lateral del craneo de una
rata. El esquema incluye los puntos bregma y lambda
asi como otros utilizados de referencia en la operacion
estereotixica. Modificado del Atlas de Paxinos et al.
(1986).

Tras comprobar la total anestesia de la rata, ésta se colocd en el aparato de
estereotaxia. En la piel de la cabeza del animal se practicé con el bisturi una
incisién anteroposterior, dejando al descubierto el craneo y sus puntos bregma y
lambda. Tras comprobar que el animal estaba bien situado y calcular las
coordenadas de inyeccidn, se practicé una trepanacion en el craneo con un torno
de dentista, se introdujo la aguja hasta el lugar adecuado y se esperd por espacio
de 5 minutos. Después se procedi6 a la inyeccién de la solucion escogida y, tras 5
nuevos minutos de espera, se procedié a extraer la aguja. Finalmente se
practicaron 3 puntos de sutura en la herida y se devolvi6 la rata a su jaula bajo un
foco de luz hasta que despertara. En ese momento se le dio a beber un poco de
agua.

—
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Lesién del septo medio

Las coordenadas escogidas para lesionar en el septo medio fueron:

& 0,7 mm rostral a bregma.
& -1,1 mm lateral a bregma.
& 5 mm ventral desde la duramadre.

La aguja se introdujo con una inclinacién de 10° respecto a la vertical debido
a la posicion central del septo medio (figura 3.2) y a la necesidad de no perforar el

seno longitudinal pues, de romperlo, la rata podria morir por la hemorragia.

estriado

Figura 3.2: Dibujo esquematico de la seccién coronal
del cerebro de rata a la altura donde se realizd el
estudio (0,7 mm. rostral de bregma). La figura esta
adaptada del Atlas de Paxinos ef al. (1986). La flecha
se corresponde con el lugar de inyeccion: aca,
comisura anterior; BDB, banda diagonal de Broca;
cc, cuerpo calloso; LSD, septo lateral dorsal; LSV,
septo lateral ventral; MS septo medio.

MICRODIALISIS INTRACEREBRAL /N VIVO
Fundamento de la técnica

La microdidlisis intracerebral es una técnica neuroquimica destinada a
obtener y cuantificar niveles de neurotransmisores, metabolitos, substancias
enddgenas y farmacos o toxinas administradas en un nucleo cerebral determinado.
El sistema de microdilisis se basa en el implante cerebral de una canula con dos
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sistemas de canalizacion, uno situado en el interior del otro (Ungerstedt 1984). Los
dos sistemas estan separados del tejido cerebral por una membrana de dialisis que
permite el intercambio selectivo de substancias (figura 3.3). La membrana de
didlisis varia en permeabilidad seguln el material del que se componga y el paso de
las substancias se realiza en los dos sentidos, lo que permite no sélo la obtencién
de moléculas enddgenas sino también la administracion local de farmacos en el
area de implante.

...ﬁ;-,_-;",’ﬁ‘wn:"z""‘:"-.“ 2%

ey »‘w\ A

Figura 3.3: Esquema de una fibra de microdialisis intracerebral (A) y de cémo se
implanta en el cerebro (B) con ayuda de una canula. (A) En la parte final de la sonda
se encuentra una membrana de longitud variable que permite el intercambio de
substancias de bajo peso molecular entre el liquido de perfusion y el medio
extracelular. (B) Para implantar la canula se introducen los tornillos (a) en el craneo
de la rata (b) y ayudan a que el cemento fragiie. De este modo la canula queda fijada
a la superficie del hueso atravesando la duramadre (c) y llegando hasta el nucleo de
interés.

La idea de implantar una sonda de microdialisis genera amplias
posibilidades farmacologicas. Asi, mediante esta técnica es posible la evaluacion
de la actividad de receptores de neurotransmisores, evaluacion que dependera de
la medida en que estos neurorreceptores controlen y modifiquen los niveles
extracelulares de neurotransmisores y metabolitos. Por otro lado, la sonda ha de
implantarse en el animal anestesiado, pero la obtencion de muestras del perfundido
puede efectuarse en el animal todavia anestesiado o despierto y con libertad de
movimientos, lo que permite la realizacion de experimentos de caréacter crénico.

Desde el punto de vista metodolégico la microdilisis intracerebral in vivo
consiste en la colocacion por estereotaxia de una sonda de dialisis en el nicleo de

interés. Posteriormente se administra el liquido de perfusién con un sistema de
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bombeo, y se recoge por el extremo libre de la fibra. Finalmente, el anélisis del
perfundido obtenido se realiza mediante cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) o radicinmunoensayo. Deben tenerse en cuenta tres aspectos importantes:
Por un lado, para asegurar el flujo unidireccional es necesario el uso de un sistema
de bombeo con un flujo bajo (entre 0,1 y 7 ul/min) (Meana 1996), ademas, el
liquido de perfusion ha de ser lo mas préoximo posible en pH y composicién al
liquido cefalorraquideo (LCR); y para acabar, el sistema de analisis ha de ser muy
sensible y con la posibilidad de trabajar con volimenes muy pequeiios, del orden
de algunos microlitros.

Implante de la fibra

Las fibras implantadas eran el modelo CMA/12 (Carnegie Medicin) con una
membrana de 0,5 mm de diametro y 4 mm de longitud. El diametro de la sonda era
de 0,64 mm, su longitud de 14 mm, un volumen interno de 3 uL y un poro de
filtracién de 20.000 Da. Las fibras incorporaban una canula que se implanta con
anterioridad y hace mas simple la operacion. De este modo la fibra se puede
implantar con el animal despierto y puede ser utilizada en varias experiencias. El
implante se realizé6 con un aparato de estereotaxia David Kopf aplicando los
mismos criterios que los seguidos en la lesion estereotaxica.

Dos dias antes de la microdidlisis se implanté la canula. Tras asegurar la
total anestesia de la rata, esta se coloco en el aparato de estereotaxia. En la piel
de la cabeza se le practicé con el bisturi una incisién antgroposterior, dejando al
descubierto el craneo y sus puntos bregma y lambda. Tras comprobar que el
animal estaba bien situado y calcular las coordenadas de implante, se practicd
una trepanacién con un torno de dentista junto al cual se insertaron dos tornillos
(Servei Estacié). Tras romper la duramadre, se introdujo la canula hasta el lugar
adecuado y se fijo al craneo y los tornillos con cemento dental (TAB 2000, Kerr®)
(figura 3.3). Una vez el cemento habia fraguado se practicaron dos puntos de
sutura en la herida y se devolvié la rata a su jaula bajo un foco de luz hasta que
despertara. En ese momento se le dio a beber un poco de agua.

El lugar de implante fue el hipocampo dorsal, siendo las coordenadas
escogidas:
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& 5,2 mm caudal a bregma.
& + 4,6 mm lateral a bregma.
& 2,46 mm ventral desde la duramadre.

E! signo de la coordenada lateral variaba pues la mitad de las fibras fueron
implantadas en el hipocampo derecho y la otra mitad en el izquierdo. Por su parte,
la coordenada ventral indicaba el punto hasta donde llega la canula; al introducir la
fibra, ésta bajara desde alli 4 mm méas como queda indicado en la figura 3.4

Figura 3.4: Dibujo esquematico de la seccién coronal del cerebro de
rata a la altura donde se realizé la microdidlisis (5,2 mm caudal de
bregma). A la mitad de las ratas se les implant6 la fibra en el lado
derecho y a la otra mitad en el izquierdo. Modificado del Atlas de
Paxinos et al. (1986). CAl, region CA1 del hipocampo; CA2, region
CA2 del hipocampo; CA3, region CA3 del hipocampo; GD,
circunvolucién dentada.

Microdialisis intracerebral

El dia anterior al experimento (24 horas antes de la microdidlisis) y con la
rata despierta se extraia la guia metalica de la canula, en su lugar se insertaba la
fibra y se devolvia el animal a la jaula. 12 horas después, se conectaba la rata al
sistema (figura 3.5). En primer lugar se enlazaba ia entrada de la fibra con el
sistema de perfusidn el cual ya estaba en marcha y consistia en una bomba de
infusion (KdScientific, modelo 220) que impulsaba los liquidos de perfusion
contenidos en jeringas Hamilton. La conexién entre la jeringa y la fibra se realizaba
Mediante un tubo de polietileno (Carnegie Medicin) con un diametro intemo de 0.28

————
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mm y un volumen muerto de 0,65 ul/cm. La conexion del tubo a las jeringas y la
fibora se hacia con un conector FEP (Carnegie Medicin). Del mismo modo se
conectaba la fibra al sistema de recogida, consistente en un tubo eppendorf
instalado en un recipiente de corcho blanco.

-
EETITY v

Figura 3.5: El sistema de microdidlisis. Mediante la
bomba de infusiéon (a) se inyecta el LCR artificial
contenido en una jeringa Hamilton (b) en el cerebro del
animal despierto, un swivel (c) evita que los cables de
conexion se enrollen. Finalmente el dializado se recoge
en un recipiente con hielo (d).

Se depositaba la rata en la jaula, con libre acceso a comida y agua,
dializandola con LCR artificial a una tasa de 0,2 ulL/min hasta el dia siguiente. De
este modo el tejido se acostumbraba a la perfusion, evitando una reaccion
astroglial exagerada y demasiado temprana, todo ello con el fin de evitar artefactos
debidos al implante de la fibra.

El dia del experimento, una hora después de que se encendiera la luz en el
estabulario, se cambiaba el flujo de dialisis a 2 ulL/min y se esperaba por espacio
de una hora. Entonces se comenzaba a recoger las muestras cada 20 minutos en
tubos eppendorf introducidos en hielo y por espacio de 8 horas. Una vez obtenida,
cada muestra se congelaba inmediatamente a —30°C.

A fin de evitar la variabilidad que pudiera generar el momento del dia, todas
las experiencias fueron realizadas en la misma franja horaria. Ademas, las ratas no

fueron manipuladas durante la experiencia salvo por accidente o imprevisto, en ese
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caso se desechaban las muestras pertinentes. Lo mismo ocurria si algin sonido
estridente alteraba el comportamiento normal del animal.
Los liquidos de perfusion eran:

@ LCR artificial: @ LCR artificial con potasio 0,1 M:
126,5 mM de NaCl, Consiste en la solucién LCR artificial pero
2,4 mM de KClI, con una concentracién 0,1 M de KCl
1,1 mM de CaCl,,
0,83 mM de MgCl,,
27,5 mM de NaHCO;, @ LCR artificial con DPCPX 0,1 uM:
0,5 mM de KH,PO,, Consiste en una solucién LCR artificial que
0,5 mM de Na,SO0,, contiene DPCPX a una concentraciéon de
5,8 mM de glucosa 0,1 uM

Tanto la glucosa como las sales fueron suministradas por Merk. Las
soluciones se guardaban como maximo durante una semana a -80°C y se filtraban
antes de cada uso. A

Finalmente, cabe sefalar que se comprobd el rendimiento de las fibras
CMA/12 mediante el dializado in vitro de soluciones estandar de aminoacidos y
purinas. El dializado se realizd a temperatura ambiente, en seis de las fibras
utilizadas, a un flujo de 2,0 ul/min y estando los aminoacidos y purinas disueltos a
concentraciones similares a las fisiolégicas (Ungerstedt 1984). De éste modo se
corregia la cuantificacion de estos compuestos en el hipocampo. La tabla 3.1 indica

el rendimiento encontrado.

Tabla 3.1: Porcentaje de captacion in vitro de las fibras CMA/12 para los compuestos de interés

Aminoacido Rendimiento Purina Rendimiento

Asp 24+3%
Glu 2+2% Ac. urico 505 %
Ser 21+4 % Hipoxantina 1321%
Gin 26 £ 2% Inosina 2022 %
Gly 20 £ 2% Adenina 18+2 %
Tau 27+3 % Adenosina 201 %

GABA 25+ 2%
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION
Fundamento de la técnica

Se podria definir la cromatografia como una técnica de separacién de los
solutos de una mezcla basandose en la diferente velocidad con la que se mueve
cada uno de ellos a través de un medio poroso (fase estacionaria), arrastrados por
un disolvente en movimiento (fase movil). Existen muchos tipos diferentes de
cromatografia pero todos ellos implican la interaccion entre estos tres
componentes, la mezcla de solutos, la fase moévil y la fase estacionaria,
dependiendo la magnitud de estas interacciones del método utilizado. La
cromatografia liquida se desarrolld a partir de la cromatografia de fase reversa.
Supongamos que, sobre un plato, se deposita una cantidad de agua y sobre ella
una de un disolvente organico inmiscible en agua. Si afiadimos un soluto, se
disolvera en ambos medios dependiendo de su solubilidad relativa (coeficiente de
reparto). Si esperamos a que el sistema llegue al equilibrio, podremos eliminar la
fase acuosa y reemplazarla por otra sin soluto. Ahora, el soluto que estaba disuelto
en la fase organica volvera a repartirse entre las dos fases y asi sucesivamente. En
una columna de fase inversa cada una de estas zonas de intercambio entre fases
se llama plato tedrico. En la cromatografia liquida, el tampdn de elucion constituye
la fase movil siendo la fase estacionaria, la resina de intercambio.

Obviamente, a mayor nimero de platos tedricos mejor resolucién y
separacion de compuestos. Sin embargo una columna demasiado larga puede
aumentar en exceso los procesos de difusidén pasiva. Una alternativa es disminuir
el poro de la fase estacionaria y asi aumentar la superficie de intercambio. En este
caso, ni la gravedad ni las bombas peristalticas son suficientes para hacer pasar la
fase movil por la columna. Se suelen, pues, utilizar potentes bombas que impulsen
la fase movil a lo largo de la columna la cual suele ser metalica para evitar roturas.
De éste modo el sistema es capaz de aguantar altas presiones.

Un sistema de HPLC consta de varios instrumentos (figura 3.6): una bomba
que asegure un flujo continuo de la fase mévil a través de la columna de fase
reversa; entre la bomba y la columna incluira un inyector que permita introducir la
mezcla de solutos en el sistema; tras la columna un detector que dé una respuesta
eléctrica, calibrada y precisa al paso de cualquier substancia; un integrador que
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dibuje el cromatograma, cuantifique y analice la separacién; y finalmente, un
controlador encargado de mantener y controlar el flujo y todo lo relativo a la fase

movil.

camara
de mezcla
bomba 1
fase movil 1 detector
bomba
2 ‘ inyector columna
fase mévil 2 integrador
Programador |- o
de gradientes y
controlador

Figura 3.6: Esquema de un sistema de HPLC. Las flechas gruesas indican la direccion de
flujo de la fase movil mientras que las lineas de trazo fino indican conexiones eléctricas. El
controlador de gradientes puede coordinar la actuacion de mas de una bomba con lo que es
posible crear gradientes de flujo de varias fases moviles.

Deteccion de aminoacidos en sistema de gradiente

Se utiliz6 HPLC con deteccién de fluorescencia después de la derivatizacion
con O-ftaldialdeido (OPA) (Lindroth et al. 1979). El proceso se realizaba a
temperatura ambiente siendo los aminoacidos que se detectaron: Asp, Glu, Ser,
GIn, Gly, Tau y GABA. La serina, que no se considera un neurotransmisor, se
incluyé en el estudio como control de los cambios no especificos.

Los aminoacidos no poseen ninguna propiedad que produzca una sefial que
se pueda detectar por lo que se modifican formando derivados. Por ejemplo,
mediante una reaccién de derivatizacién para obtener un compuesto que sea
fosforescente y emita una sefial proporcional a la concentracion del aminoacido a
detectar. El reactivo que se utilizé era el OPA siendo el medio de reaccion:

OPA (Sigma) 27 mg
Tetraborato sodico (38 g/L, pH 9,5) (Merk) 6,02 mL
Acido 3-mercaptopropiénico (Sigma) 456 uL
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Metanol (Sharlau) 0,675 mL
Preparar como minimo 24 horas antes de utilizarse, guardar a temperatura
ambiente y protegida de la luz.

Para la reaccion se mezclaban 15 uL de muestra con 5 uL de homoserina 10
uM y 10 ul de reactivo OPA y se dejaban durante 1 minuto a 4°C. Se afadian 10
uL de acido acético al 5% a fin de reducir el pH de la solucion y asi proteger la
resina de la columna. Una vez agitado, se inyectaban 25 pL en el sistema de
HPLC. La homoserina constituia un control de la reaccion de derivatizacion en
todas las muestras.

Para cuantificar se obtuvo una recta de calibracién en el rango de
concentraciones de las muestras de dializado. El contenido en aminoacidos de las
muestras analizadas se calculd por el drea de los picos obtenidos, utilizando como
estandares una mezcla de la homoserina con todos los aminoacidos a analizar
(figura 3,7).

Tau GABA
Gln
Hom
Gly
Ser

Asp
Glu

Figura 3.7: Cromatograma de separacién del estandar
UJ de aminoacidos. Los tiempos de retencion en minutos

L.,JU u son: 4,14 para el Asp, 6,81 para el Glu, 8,54 para la

ey l.,J Ser; 11,71 para la Gln; 12,93 para la homoserina;

, 13,93 para la Gly; 17,49 para la Tau y 20,06 para el

0 5 10 15 20 25 GABA. Los picos finales se corresponden a los restos
Tiempo (min.) del reactivo OPA.

-~
e
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Protocolo 3.1: Deteccion de aminoacidos por HPLC en sistema de
gradiente

1.- La fase estacionaria: Columna Lichrosorb C-18 (fase reversa) de 25
cm de longitud, 4 mm de didametro y particulas de 10 um (Scharlau),
con una precolumna de las mismas caracteristicas y 3 cm de longitud

(Scharlau).
2.- La fase mévit era una mezcla de dos soluciones.
Solucién A:  Acetato sédico (Merk) 4,101g

Metanol (Sharlau) 50 mL
Alcohol isopropilico (Panreac) 12,5 mL
Enrasar a 1 L con agua destilada y ajustar el pH a 5,96
Solucién B:  Metanol al 70% en agua destilada
3.- La mezcla de estas dos soluciones no era constante en el tiempo al

igual que no lo era el flujo de paso de la fase moévil. Se establecié un
gradiente ciclico (tabla 3,2) con un periodo de 30 minutos, tiempo
suficiente para separar los aminoacidos y volver a estabilizar la
columna en las condiciones iniciales.

Tabla 3,2: Sistema de gradiente de flujo utilizado para separar los aminoacidos

Tiempo (min) Flujo (ml/min) % Solucion A % Solucion B

1,1 90 10
1,1 90 10

18 1,1 50 50

19 1,1 0 100

20,5 1,1 0 100

22 0,8 60 40

26 0,8 90 10

29 1,0 90 10

31 1,1 90 10

Tanto el cambio de flujo como de fase movil se realizaba de forma lineal.

4.- El detector era fluorimétrico (Waters, modelo 420).
5- El volumen de inyeccién era de 15 pbL

Deteccion de purinas

Se utilizé6 HPLC con deteccion ultravioleta, modificando protocolos previos
(Ballarin1991b, Hagberg1987) El proceso se realizaba a temperatura ambiente
siendo las purinas que se detectaron: Acido urico, hipoxantina, inosina, adenina y
adenosina.
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Para cuantificar se obtuvo una recta de calibraciébn en el rango de
concentraciones de las muestras de dializado. El contenido en purinas de las
muestras analizadas se calculd por el area de los picos obtenidos, utilizando como
estandar una mezcla de las moléculas estudiadas (figura 3,8).

Hipoxantina

Inosina

Ado

Ade

Ac. arico

L

r T I ]
0 5 10 15

Tiempo (min.)

Figura 3.8: Cromatograma de separacion
del estandar de purinas. Los tiempos de
retencién son: 2,65 para el acido trico;
4,21 para la hipoxantina; 4,72 para la
inosina; 7,59 para la adenina y 9,70 para
la adenosina.

Protocolo 3.2: Deteccion de purinas por HPLC

1.- Fase estacionaria: columna p-boundapack C-18 (fase reversa) de 30
cm de longitud, 4 mm de didmetro y particulas de 10 um (Scharlau).
2- Fase movil: solucién de Tris-HCI 0,1M (pH 8,15) con un 10% de

metanol

3.-  Usar un flujo constante de 0,9 mLU/min.

4.- Detector de luz ultravioleta (Waters, modelo 484) con la longitud de
onda fijada a 260 nm.

5.- Inyectar 100 pl. de muestra
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DISECCION Y TRATAMIENTO DEL TEJIDO CEREBRAL
Fijacidn

Los procedimientos de fijacion tisular consisten en la interrupcion de la
degradacion celular, tratando de conservar la morfologia y composicién del tejido
lo mas préxima posible a como se encontraba antes de la muerte del organismo.
En funcién de las caracteristicas del estudio microscépico que se vaya a realizar
se distinguen dos tipos de fijacion tisular: a) la fijacién histolégica, que pretende
principaimente la conservacién de la arquitectura y estructura de los tejidos y
células y b) la fijacién histoquimica, para la cual es mas trascendente preservar
la composicion molecular y bioquimica de los tejidos. En el segundo caso se
pueden realizar estudios microscépicos que incluyen datos sobre el
funcionamiento tisular, tales como autoradiografia, enzimohistoquimica o
inmunohistoquimica.

Los métodos de fijacidn se clasifican, a su vez, en fisicos y quimicos. La
fijaciébn por métodos fisicos se utiliza para realizar estudios morfolégicos o
funcionales en los que se requiera conservar intactos las propiedades
enzimaticas o antigénicas. Esta fijacion se basa en la ultracongelacién y la clave
estriba en su rapida realizacién. Por ello se utiliza el nitrégeno liquido (-180°C) el
isopentano (-120°C) o la nieve carbédnica (-80°C) y la utilizacién de congeladores
o criostatos, por muy potentes que sean, esta desaconsejada.

En la fijacion quimica se utilizan liquidos que desnaturalizan e
insolubilizan las proteinas, lo que bloquea la autélisis por inactivacion enzimatica.
Ademas algunos de estos liquidos fijadores impiden el crecimiento bacteriano.
En nuestro estudio utilizamos el paraformaldehido (PFA) como agente fijador.
Una molécula con gran penetracion en el tejido, usada tradicionalmente a una
concentracién del 4% (p/v) (Fox ef al. 1987) y que desnaturaliza las proteinas por
reticulacién; es decir, induce a la rotura masiva de los puentes de hidrégeno de
las proteinas y facilita la formacion de una malla reticular polipeptidica. Como
mordiente se utilizd el acido picrico que facilita este tipo de reaccion y produce
una éptima contraccion de los tejidos que favorece su procesamiento histolégico.

Cabe aqui mencionar que el uso del acido picrico se presenta como un
inconveniente en los estudios de marcaje inmunohistoquimico de los
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aminoéacidos neurotransmisores tales como el Glu y el GABA (Comunicacion
personal del Dr. Kiss) aconsejandose su substitucion por el glutaraldehido.

En los estudios histolégicos se siguieron dos protocolos diferentes para la
extraccion y fijacion del tejido cerebral, bien fuera éste destinado a experiencias de
autorradiografia in vitro, bien lo fuera para técnicas de tincién histoldgica. En el
primer caso, previa anestesia, las ratas se decapitaban, su cerebro se extraia
rapidamente, se congelaba con nieve carbdnica y se guardaba a -80°C hasta su
utilizacion. En el segundo, las ratas recibian una perfusion transcardiaca de una
solucién fijadora antes de extraer el cerebro.

Perfusién transcardiaca

El sistema de perfusiéon consistia en dos botellas, una con tampén fosfato
salino (PBS) 0,01 M y la otra con la solucién fijadora, colgadas de una percha para
goteros. Las botellas estaban comunicadas mediante sendos goteros a una canula.
Era necesario asegurarse de que el sistema funcionara correctamente, que no
hubiera burbujas y que estuviera totalmente limpio de solucién fijadora.

Tras asegurar la total anestesia del animal, se practicaba una incision
longitudinal que abarcaba desde el térax hasta la mitad del abdomen de la rata. A
continuacion se abria la caja toracica asegurando el maximo espacio posible para
la libre manipulacién del corazén. Inmediatamente después se cortaba el diafragma
apareciendo al descubierto el corazdn y los pulmones. Mientras el corazén de la
rata todavia latia, se abria la llave de paso del PBS y se introducia la canula en el
ventriculo izquierdo, procurando que en ningin momento se parara el fiujo de PBS.
Acto seguido se cortaba la vena cava cerca de su conexién con la auricula
derecha, para abrir una salida de evacuacién en el sistema. Se dejaba pasar PBS
durante unos 15 minutos (flujo aproximado 20 mL/min) con lo que se limpiaba de
sangre todo el sistema circulatorio del animal. Seguidamente, se pasaba a
perfundir con la solucién fijadora durante otros 15 minutos al mismo fiujo.

Finalmente, tras parar el sistema, se extraia el cerebro de la rata y se
postfijaba mediante una incubacion de 2 horas en la misma solucion fijadora y a
4°C. Tras ello, se le transferia a una solucién crioprotectora durante tres dias
también a 4°C (cambiando la solucién cada 24 horas), lo que preparaba al cerebro
para su posterior congelacion con nieve carbonica.
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Las soluciones que se utilizaban eran:

< PBS 0,01 M @ Solucién fijadora

Na,HPO, 1,15¢ Consiste en una solucién de PBS 0,01 M al

NaH,PO,H,O 0,26¢g 4% (p/v) de PFA y 0,6% (p/v) de acido picrico.

NaCl 80g

KCl 0,2g <@ Solucién de crioproteccién

Aguadestilada 0,1L Consiste en una solucién de PBS 0,01 M al
15 % (p/v) de sacarosa y 0,01% (p/v) de azida

AjustarelpHa74 sédica.

Tanto la sacarosa como las sales y el acido picrico fueron suministradas por
Merk, mientras que el PFA y la azida sédica eran de Sigma. Las soluciones se
preparaban el dia anterior a su uso, se filtraban y se guardaban en la nevera a 4°C.

Las secciones de tejido congelado fresco adheridas a un portaobjetos
también se pueden fijar de forma quimica. Estas secciones postfijadas podran, de
este modo, ser procesadas para tinciones que exigen la fijacion quimica tisular.

Protocolo 3.3. Fijacion con paraformaldehido de las secciones de cerebro
congelado

Para preparar la solucién de PFA se mezclan 40 g de PFA en 1 L de PBS
(0,01 M, pH 7,4). La mezcla se ha de calentar (nunca mas de 56°C) para
facilitar la disolucion. Una vez disuelto, se afiaden 0,65 g de acido picrico, se
deja atemperar y se guarda a 4°C.

1.- Dejar atemperar las secciones, 30 min.

2- Lavado en PBS 0,01 M, 30 min.

3.- incubar en la solucién de PFA a 4°C, 3 min.
4.- Dos lavados en PBS, 2 X 10 min.

Obtencion de cortes por microtomia

Para todos los estudios histoldgicos, se realizaron cortes coronales seriados
de los cerebros congelados. Las secciones eran de 12 um de grosor y se obtenian
con un criostato (Leica, modelo Jung Frigocut 2800E). La temperatura del criostato
durante la obtencién de las secciones se mantuvo a -22°C para conservar
correctamente los cerebros. Las secciones se obtenian a la altura del septo
medio y del hipocampo y se recolectaban sobre portaobjetos sin tratar si
pertenecian a cerebros congelados sin fijacién quimica; mientras que, si el
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cerebro estaba fijado por perfusion, las secciones se adherian a portaobjetos
gelatinizados. En cualquier caso, los portaobjetos se guardaban hasta el dia del
experimento a -20°C como maximo.

Protocolo 3.4: Gelatinizacion de portaobjetos.

1.- Mezclar: 1g de gelatina.
0,1 g de KCr(SO,).
1 L de agua destilada.

2- Calentar hasta disolver (nunca mas de 60°C).
3.- Filtrar y dejar reposar 20 minutos.
4.- Sumergir los portaobjetos en la solucién filtrada y dejar secar en la

estufa protegidos del polvo.

TINCIONES HISTOLOGICAS

La filosofia de las tinciones histologicas se fundamenta en la coloracion
mas 0 menos especifica de los tejidos 0 alguno de sus componentes con el fin
de una facil visualizacion e identificacion de la arquitectura y composicién del
tejido. De las tres utilizadas en este trabajo, la tincion de Nissl es la mas
extendida, rutinaria y tradicional en el estudio del tejido nervioso. El colorante es
una molécula basica y soluble en agua (normalmente violeta de cresilo, azul de
tolouidina o azul de metileno) que tifle las moléculas basdfilas de las células
principalmente los acidos nucleicos.

Protocolo 3.5. Tincion de Nissl

1.- Bario en alcohol 95° + formaldehido (1:1), 5 min.

2.~ Bario en alcohol 95°, 2 min.

3- Barfio en cloroformo + alcoho! 95° + éter dietilico (1:1:8), 10 min.

4.- Baro en alcohol 95°, 2 min.

5.- Barfio en alcohol absoluto, 2 min.

6.- Bario en xilol, 5 min.

7.~ Barfio en alcohol absoluto, 2 min.

8.- Bario en alcohol 95°, 2 min.

9.- Tincién con solucioén filtrada de violeta de cresilo (1% p/v en H,0, pH
3,5), 10 min.

10.- Bafo en alcohol 95°, 2 min.

11.- Bafio en alcohol absoluto, 2 min.

12.- Bafio en xilol, 10 min.

13- Montaje en DPX,
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La del rojo de alizarina, por su parte, es una tincién utilizada desde los
afios 50 (Mcgee Russel 1958) y que colorea especificamente los metales calcio y
bario. Es una tincion de rutina de tejidos osificados o de procesos de
calcificacién. El método aqui utilizado incluye una coloracién de contraste con
verde réapido que tifie el tejido conjuntivo y permite la localizacion de las areas de
calcificacion sobre los ndcleos cerebrales. El principal inconveniente de esta
molécula es su presunta actividad cancerigena deducida a partir de su
semejanza con otros compuestos.

Protocolo 3.6. Tincién contrastada del rojo de alizarina

Es posible utilizar esta tincién tanto en secciones congeladas frescas como

fijadas con PFA.

1.- Lavado en tampédn Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6), 5 min.

2.- Tincidn con solucion filtrada de rojo de alizarina (1% p/v en Tris-HCI) 2
min.

3-- Lavado en tampén Tris-HCI, 30 s.

4.- Tincién con solucién filtrada de verde rapido (0,2% p/v en Tris-HCI),
30s.

5.- 2 bafios en acetona, 2 x 10 s.

6.- Bario en acetona-xilol (1:1), 15 s.

7.- Bafio en xilol, 10 min.

8.- Montaje en DPX.

Finalmente, se realizo la tincidon con hematoxilina. Esta molécula se utiliza
como parte de la mas extendida y popular tincion histologica, 1a de hematoxilina-
eosina y es ideal para localizar las células en el tejido. Se une especificamente al
ADN vy, al entrar en contacto con sales, colorea de azul los nicleos celulares.
Esta especificidad nuclear la hace ideal como tincion de contraste en los

experimentos de inmunohistoquimica que es para lo que se utiliz6 aqui.

Protocolo 3. 7. Tincién con hematoxilina

1.- Lavado con agua destilada, 5 min.

2.- Tincidn con Hematoxilina de Mayer, 2-3 min.
3.- Lavado con agua corriente del grifo, 10 min.
4.- Deshidratacion:

2 bafos en alcohol 70°, 2 x 2 min.
2 bafios en alcohol 96°, 2 x 2 min.
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2 bafios en alcohol absoluto, 2 x 10 min.
2 bafios en xilol, 2 x10 min.
5.- Montaje en DPX.

Histoquimica enzimatica

Hoy es posible identificar, directamente sobre el tejido, la localizacidn celular
de la actividad de multitud de enzimas. Ademas esta localizacién puede llegar a ser
cuantitativa, lo que permite estimar la distribucion en el tejido de la actividad de
esos enzimas. En uno de esos métodos, el mas extendido de los histoquimicos,
todos los substratos y cosubstratos son dispuestos en disolucién solucion sobre las
secciones de tejido. El enzima de la secciéon actuard como catalizador de la
reaccion y uno de los productos de dicha reaccién puede ser inmovilizado y hecho
visible al microscopio.
La localizacién histoquimica de la acetilcolinesterasa que realizamos aqui se basa
en el método clasico de Koelle et al. (1949) que utiliza la acetiltiocolina como
substrato. Esta molécula al degradarse da como resultado acido acético y tiocolina
que, en presencia de cobre, forma un compuesto cristalino e insoluble en agua.
Este compuesto por su parte, al reaccionar con sulfuros (normalmente H;S, Na,S 6
(NH,4)2S) adquiere un color marrdn visible en el microscopio.

Protocolo 3.8. Localizacién histoquimica de Ila actividad acetil-
colinesterasa

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1.- Dejar atemperar las secciones, 30 min.

2- Incubacién a temperatura ambiente en una solucién 4 mM de yoduro
de acetiltiocolina en tampén Acético-Acetato (50 mM, pH 5,0) que
contiene CuSO,4 4 mM, glicina 16 mM y etopropazina 8 uM, 16 horas.

3- Dos lavados rapidos en acetato sédico 50 mM, pH 7,5 a temperatura
ambiente, 2 x 1 min.

4.- Revelado en una solucion al 1% (p/v) de Na,S en agua, pH 7,5, 10
min.

5.- Dos lavados rapidos en acetato sédico 50 mM, pH 7,5 a temperatura
ambiente, 2 x 1 min.

6.- Postfijacién en una solucién al 4% (p/v) de PFA en PBS 0,01M, 8
horas.

7.- Dejar secar las secciones.

8.- Deshidratacion (protocolo 3.4)

9.- Montaje en DPX.
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La etopropazina era un inhibidor de la butirilcolinesterasa, se disolvia en
alcohol y al igual que el yoduro de acetiltiocolina, era fotosensible. El sulfuro de
sodio emitia gases toxicos al disolverse y la solucién habia de prepararse bajo
la campana justo antes de usar.

Histoquimica de lectinas

Tradicionalmente se conoce como lectinas a aquellas proteinas vegetales
que tienen la propiedad de aglutinarse sobre los eritrocitos de los mamiferos. Una
lectina puede unirse a dos 0 mas glucoproteinas de la superficie de la célula y
ademas mantener unidas varias células. Se ha comprobado que, mientras algunas
lectinas se unen a todos los gloébulos rojos, otras lectinas lo hacen de forma
especifica a algunos carbohidratos de esas glucoproteinas, estén en el eritrocito o
donde fuere. Asi, se puede utilizar esta molécula para detectar algunos tipos
celulares en funcién de los carbohidratos que contengan. Por ejemplo, las células
microgliales se unen a la lectina de Phaseolus vulgaris L. 0 a la de Ricinus
communis L. que son lectinas con alta afinidad por residuos galactosil.

Los métodos histoquimicos que utilizan lectinas tienen mucho en comun con
los métodos inmunohistoquimicos, basicamente en la deteccién y localizacidn de la
lectina (ver paginas siguientes). Al ser proteinas de peso molecular alto (entre
20.000 y 300.000 Da) se les puede enganchar de forma covalente alguna molécula
faciimente detectable. Estas moléculas suelen ser fosforescentes, como la
fluoresceina y la rodamina, o también enzimas que catalizan reacciones
colorimétricas, como la peroxidasa de rabano (HRP) o la fosfatasa alcalina (ver
seccién de inmunohistoquimica), aunque también existen métodos de deteccion
radiolégicos e inmunoldgicos.

Protocolo 3.9. Tincién histoquimica de la isolectina B,

Si las secciones eran de tejido congelado y cortado sin fijacion quimica, era
necesario postfijar los cortes (protocolo 3.1), y luego inhibir la actividad
peroxidasa del tejido cerebral mediante el procedimiento:

1.- Incubacién en una solucién al 0,3% (v/v) de H,0O, en Metanol, 10 min.
2.- Tres lavados en PBS 0,1M (pH 7,4), 3 x 5 min.
3.- Proceder con el protocolo de tincion histoquimica a partir del paso 3.

Si eran secciones de tejido fijado por perfusién se procedia como sigue:
1.- Dejar atemperar las secciones, 30 min.
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2- Lavar en PBS 0,1 M (pH 7,4), 10 min.

3.~ Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la Isolectina B,, a
una concentracién de 8 pg/mL en PBS 0,1M que contiene NGS al 1%
(viv), thimerosal al 0,04% (p/v) y tritdbn X-100 al 0,2% (v/v), 16-20

horas.

4.- Tres lavados con PBS, 3 x 5 min.

5.- Incubacion a obscuras en una solucién de PBS 0,1 M que contiene
DAB al 0,03% (p/v) y H,0, al 0,006% (v/v), 15 min.

6.- Lavado con agua destilada, 10-30 min.

7.- Deshidratacion (protocolo 3.5)

8.- Montaje en DPX.

LOCALIZACION INMUNOHISTOQUIMICA
Fundamento de la técnica

Mediante el proceso de tincidn inmunohistoquimica es posible, utilizando
anticuerpos, la localizacién de antigenos en tejidos para su examen bajo el
microscopio. Es ésta una técnica que puede ser muy util e informativa
constituyendo un puente entre los estudios bioquimicos y los anatémicos. Para el
disefio de un experimento de inmunohistoquimica se deben tener en cuenta dos
factores: En primer lugar, por supuesto, las propiedades del anticuerpo que sera
utilizado y en segundo las del antigeno a detectar, ya que algunos antigenos son
extremadamente labiles y ha de actuarse con cuidado para preservarlos. La
forma mas comuln de preservar la estructura y contenido del tejido es utilizar
alguna substancia como el PFA que fije las proteinas y, a la vez, inhiba su
degradacion. Existen numerosos fijadores que pueden ser usados para
experimentos de inmunohistoquimica, sin embargo algunos anticuerpos
solamente reconocen su antigeno en configuracién nativa y la modificacién
estructural producida por la fijacién puede eliminar la inmunoreactividad. En este
caso se debe utilizar tejido sin fijar.

Desde el punto de vista metodologico la tincién inmunohistoquimica se
lleva a cabo mediante la incubaciéon con el anticuerpo adecuado de secciones
tisulares obtenidas por microtomia. Tras lavado, se procede a la deteccion del
mencionado anticuerpo, ésta puede llevarse a cabo por métodos directos o
indirectos. En el primer caso, el anticuerpo que se utiliza esta conjugado con una
molécula que es facilmente detectable, normalmente la HRP aunque también
puede ser una molécula fluorescente. Por su parte, el método indirecto utiliza un
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anticuerpo sin marcar. Este anticuerpo, llamado "primario”, tras unirse al
antigeno es detectado por otro "secundario” el cual reconoce la regién constante
del primero y lleva unida una molécula facilmente detectable. Asi por ejemplo, si
el anticuerpo primario es un anticuerpo monoclonal de ratdén, el secundario
debera ser un anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa.

W
2

'
anticuerpo1°\ £ g anticuerpo 2°

;gu% biotinilado

Figura 3.9: El método de la avidina-biotina. En este método el anticuerpo primario se
detecta con uno secundario conjugado con biotina. La avidina y la biotina (conjugada con
HRP) pueden formar un complejo altamente estable (Kq = 10™° M), complejo que puede
unirse al anticuerpo secundario biotinilado, el cual a su vez, s¢ habia unido al anticuerpo
primario. Ahora se puede usar algin método standard para visualizar el producto de la
reaccion catalizada por la peroxidasa. DAB, 3,3-diaminobencidina.

Método de la Avidina-Biotina

Los métodos de deteccion indirecta presentan sobre los de deteccidn directa
la ventaja de que la sefial puede ser amplificada, mejorandola de este modo y, por
ende, obteniendo una mejor observacién al microscopio éptico.

El método indirecto que se usd en este trabajo fue el de la Avidina-biotina
(figura 3.9). Las secciones de tejido se incuban con el anticuerpo primario, Tras
lavado, el tejido es incubado con el anticuerpo secundario conjugado con biotina.
Las especies para las cuales el anticuerpo secundario es dirigido deben ser
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compatibles con la del anticuerpo primario. Asi, si el anticuerpo primario es un
anticuerpo monoclonal de ratén el secundario debe ser un anticuerpo anti-ratén
de conejo o cabra. Ahora la biotina conjugada con HRP es incubada con la
avidina ya que cada molécula de avidina es capaz de unirse a cuatro moléculas
de biotina. Las secciones se incuban con el complejo formado por la avidina-
biotina-HRP el cual se unira a la biotina del anticuerpo secundario. Llegado este
punto, el producto de la reaccidén de la HRP puede ser visualizado por métodos
estandar.

El método de la avidina-biotina presenta algunas ventajas sobre otros
métodos indirectos. La mas evidente de ellas es la sensibilidad de la deteccion, la
cual es claramente mayor debido a la ampilificacion que supone la unién de la
avidina a mas de una molécula de biotina conjugada. Ademas, actualmente existen
kits comerciales de este método; éstos simplifican el protocolo y lo hacen mas
comodo y caro.

Doble localizacién inmunohistoquimica

La doble tincion permite la deteccién simultanea de 2 antigenos diferentes
en una Unica preparacion tisular. Para realizarla, es indiferente si los anticuerpos
primarios estan desarrollados en la misma especie o en diferentes. En este ultimo
caso, la incubacién de los anticuerpos primarios puede realizarse de forma
simultdnea mientras que si provienen del mismo animal, la tincidn
inmunohistoquimica se hace de forma secuencial. En este caso, puede incluso
desarrollarse el mismo método de deteccidn en las sucesivas tinciones, solamente
es necesario cambiar el substrato de la HRP, el cual ha de generar un precipitado
de color diferente en la primera tincion que en la segunda, para asi poder distinguir
entre ambos antigenos.

Tincién inmunohistoquimica

El dia del experimento se sacaron del congelador los portacbjetos con las
secciones unos 30 minutos antes de comenzar con el protocolo con tal de llevarlos
a temperatura ambiente. Seguidamente se marcé el borde de los portacbjetos con
una solucién hidrofdbica (Dakopen) o en su defecto con una muy fina capa de
silicona (Bayer). Las incubaciones de los anticuerpos se hicieron en gota,
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depositando los portaobjetos en una camara hiumeda de metacrilato construida a
tal efecto y cubriendo las secciones con las soluciones necesarias. La incubacién
para inhibir la peroxidasa end6égena (en caso necesario) y los lavados se hicieron
sumergiendo los portaobjetos en las soluciones necesarias contenidas en
cristalizadores de 200 mL. La reaccidn de la peroxidasa se hizo a obscuras en
cristalizadores de 100 mL. Las soluciones tampdn de los lavados se prepararon el
mismo dia del experimento a partir de unas soluciones madre 10x preparadas con
anterioridad. La solucién de inmunohistoquimica se prepard el dia anterior al
experimento para que, de este modo, alcanzara los 4°C. Finalmente, la solucién de
revelado con todos los componentes necesarios para la reaccion de la peroxidasa
se preparoé instantes antes de su utilizacién.

Protocolo 3.10. Tincién inmunohistoquimica de la GFAP

Si las secciones eran de tejido congelado y cortado sin fijaciéon quimica, era
necesario postfijar los cortes (protocolo 3.1), y luego inhibir la actividad
peroxidasa del tejido cerebral mediante el procedimiento:

1.- Incubacién con PBS 0,01 M (pH 7,4)-Metanol-H,0, (0,3:9,7:90), 30
min.

2- Lavado en PBS, 10 min.

3.- Proceder con el protocolo de tincién immunohistoquimica a partir del
paso 3.

Si las secciones eran de tejido fijado antes de ser cortado se procedia como

sigue:

1.- Dejar atemperar las secciones, 30 min.

2- Lavado en PBS 0,01 M, pH 7,4, 15 min.

3- Incubacién en gota a 4°C con anti-GFAP de raton diluido 1/600 en

solucién de inmunohistoquimica (0,5 L de PBS; 5 mL de NGS; 0,2 g
de thimerosal y 1 mL de tritén X-100), 12-16 horas.

4.- Continuar la incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora.
5.- Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.
6.- Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la inmunoglobulina

G (IgG) de ratdon conjugada con biotina (diluida 1/250 en solucién de
immunohistoquimica), 3 horas

7- Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.

8.- Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la ExtrAvidina®
conjugada HRP (diluida 1/250 en solucién de immunohistoquimica), 2
horas

9.- Lavado en PBS, 5 min.

10.- Dos lavados en Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6), 2 x 5 min.
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11.-

12.-
13-
14.-

Incubacién a obscuras en una solucién de revelado (200 mL de Tris-
HCl 0,05 M, pH 7,6 que contiene DAB al 0,03% (p/v) y H,O, al
0,006% (v/v)), 15 min.

Lavado con agua destilada, 10-30 min.

Deshidratacion (protocolo 3.5)

Montaje en DPX.

Protocolo 3.11. Tinciébn immunohistoquimica de Ila colina
acetiltransferasa

Todas las secciones eran de cerebro fijado por perfusién con PFA al 4%

1.-
2.~
3.-

5.-
6.-
7.-

8.-
9.-

10.-
11.-
12.-

13.-
14.-
16.-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Lavado en TBS 0,1 M, (1,4% NaCl) pH 7,3, 15 min

Preincubacion en gota a temperatura ambiente con solucién de
inmunochistoquimica (28,5 mL de TBS, 1 mL de NGS, 0,04 g de
thimerosal), 1 hora.

Incubacién en gota a 4°C con anti-ChAT de ratdén diluido 1/500 en
solucién de inmunohistoquimica, 16-20 horas.

Continuar la incubacion a temperatura ambiente durante 2 horas.

Dos lavados en TBS, 2 x 10 min.

Incubacion en gota y a temperatura ambiente con la inmunoglobulina
G (IgG) de ratén conjugada con biotina (diluida 1/150 en solucion de
immunohistoquimica), 3 horas

Dos lavados en TBS, 2 x 5 min.

Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la ExtrAvidina®
conjugada HRP (diluida 1/250 en solucién de immunohistoquimica), 2
horas

Lavado en TBS, 5 min.

Dos lavados en Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6), 2 x 5 min.

Incubacién a obscuras en una solucién de revelado (200 mL de Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,6 que contiene DAB al 0,03% (p/v) y HO, al
0,006% (v/v)), 15 min.

Lavado con agua destilada, 10-30 min.

Deshidratacion (protocolo 3.5)

Montaje en DPX.

Protocolo 3.12. Tincién immunohistoquimica de la parvalbimina

Todas las secciones utilizadas eran de tejido cerebral fijado por perfusion
transcardiaca.

1.-
2.-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.
Lavado en PBS 0,01 M, pH 7,4, 15 min.
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4.-
5.-
6.-

7.-
8.-

9.-

10.--
11.-
12.-
13-
14.-

Incubacién en gota a 4°C con anti-parvalbimina de ratén diluido
1/1.500 en solucién de inmunohistoquimica (0,5 L. de PBS; 5 mL de
NGS; 0,2 g de thimerosal y 1 mL de tritén X-100), 16-20 horas.
Continuar la incubacion a temperatura ambiente durante 1 hora.

Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.

Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la inmunoglobulina
G (IgG) de ratén conjugada con biotina (diluida 1/250 en solucién de
immunohistoquimica), 3 horas

Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.

Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la ExtrAvidina®
conjugada HRP (diluida 1/250 en solucién de immunohistoquimica), 2
horas

Lavados en PBS, 5 min.

Dos lavados en Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6), 2 x 5 min.

Incubacion a obscuras en una solucién de (protocolo 3.7), 15 min.
Lavado con agua destilada, 10-30 min.

Deshidratacion (protocolo 3.5)

Montaje en DPX.

Protocolo 3.13. Tincién inmunohistoquimica de la yy—enolasa

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1-
2-
3-
4-

5.-

6.-
7.-
8.~

9.-
10.-

11.-
12-
13.--

14.-
156.-
16.-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Incubacién en una solucién acuosa de Lisina 0,1 M, 30 min.

Tres lavados en PBS (0,1 M pH 7,4), 3 x 3 min.

Incubacion en la solucién de immunohistoquimica (0,5 L de PBS; 5
mL de NGS; 0,2 g de thimerosal y 1 mL de tritdn X-100), 60 min.
Incubacién en gota a 4°C con anti-yy-enolasa de conejo diluido 1/400
en solucién de inmunohistoquimica, 36 horas.

Continuar la incubacién a temperatura ambiente durante 1 hora.

Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.

Incubacién en gota y a temperatura ambiente con la IgG de conejo
conjugada con biotina (diluida 1/250 en solucidn de
immunohistoquimica), 3 horas.

Tres lavados en PBS, 3 x 5 min.

Incubacidén en gota y a temperatura ambiente con Ia ExtrAvidina®
conjugada HRP (diluida 1/250 en solucién de immunohistoquimica), 2
horas

Lavados en PBS, 5 min.

Dos lavados en Tris-HCI (0,05 M, pH 7,6), 2 x 5 min.

Incubacion a obscuras en una solucion de revelado (protocolo 3.7), 10
min.

Lavado con agua destilada, 10-30 min.

Deshidratacién (protocolo 3.5)

Montaje en DPX.
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AUTORRADIOGRAFIA IN VITRO
Fundamento de la técnica

La autorradiografia es una técnica que, en los afos setenta, evolucioné de
los estudios de fijacidn de radioligandos en homogenados tisulares y que
normaimente se utiliza para el marcaje de receptores de neurotransmisores y
hormonas, aunque también es Gtil para el marcaje de enzimas (Saura et al.1992,
Saura1994). Cabe destacar que la visualizacidén autorradiografica de receptores y
enzimas constituye una técnica de localizacion anatémica fundamentada en
criterios farmacolégicos. Por ello comparte con los estudios de fijacion en
homogenados toda una serie de requisitos, tanto relativos a las propiedades de la
interaccion ligando-receptor, como a las condiciones de incubacién o las
concernientes al analisis farmacolégico de los resultados.

Desde el punto de vista metodolégico la vision autorradiografica se lleva a
cabo mediante la incubacién con el radioligando adecuado de secciones tisulares
obtenidas por microtomia. Tras lavado y secado, las secciones se exponen a una
emulsion fotografica radiosensible cuyo revelado genera el autorradiograma, una
imagen en gama de grises. Para la cuantificacion se tiene en cuenta que la
intensidad de gris (densidad éptica) es proporcional a la cantidad de radiactividad
fijada (Pazos1996).

El procedimiento arriba descrito se conoce con el nombre de
autorradiografia in vitro. Existe también la posibilidad de realizar la visualizacién
autorradiografica in vivo; o sea, administrando el radioligando al animal vivo y, tras
sacrificarlo, obteniendo el tejido a estudiar, cortandolo y exponiéndolo a
condiciones similares a las ya descritas. Sin embargo este procedimiento es poco
utilizado debido a que presenta limitaciones.

Autorradiografia in vitro

El dia del experimento se sacaron del congelador los portacbjetos con las
secciones unos 30 minutos antes de comenzar con el protocolo con tal de lievarlos
a temperatura ambiente. La preincubacién, la incubaciéon y los lavados se
realizaron sumergiendo los portaobjetos en las soluciones necesarias contenidas
en cristalizadores de 200 mL. Tras el Ultimo lavado, los portaobjetos se secaron
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introduciéndolos, bajo un ventilador, en una nevera a 4°C. De esta forma se
conseguia un secado rapido y en frio minimizando la difusion de radioligando.

Las soluciones tampdn usadas para los lavados se prepararon el dia
anterior del experimento para que, de este modo, alcanzaran los 4°C. El tampén de
la solucién de incubacién se preparé el mismo dia del experimento. Asi mismo, las
soluciones madre con los compuestos para determinar la fijacion no especifica
(GABA, PK-11195, etc.) se prepararon el dia del experimento.

Para preparar la soluciéon de incubacion se cogid el volumen necesario de la
solucién con el radioligando, se evapord con una corriente de N, y se disolvié el
radioligando en la solucion tampon.

Dado que la eficacia en el proceso de evaporacion del disolvente nunca es
absoluta y para tener controlado cualquier error en medidas de volumen efc., se
tomaron siempre 3 muestras de 100 mL de la solucién de incubacidn y se contd la
radiactividad en viales de centelleo a fin de estimar la concentraciéon real de
radioligando.

Cuantificacién.

En este punto cabe remarcar que para transformar los valores de densidad
Optica en concentracién de sitios de unién es necesario exponer a la emulsion
muestras de tejido con cantidades de radiactividad conocidas. Dado que la relacién
radiactividad-densidad éptica no es lineal, es necesario contar con patrones que
cubran un amplio rango de radiactividad, lo que permite construir la curva de
calibracién correspondiente. Actualmente existen patrones poliméricos disponibles
para los diferentes isétopos. Aunque se acompafan de su correspondiente
radiactividad equivalente tisular, puede ser necesario calibrar de nuevo dichos
patrones con arreglo al propio tejido estudiado con el fin de obtener de forma mas
precisa el equivalente tisular y valorar la fiabilidad de los patrones.

Una vez se han incubado, lavado y secado en frio las secciones es posible
seguir dos alternativas:

& El método del wipe off.

- Se sacan las secciones de la nevera hasta que alcancen la temperatura ambiente
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- Se colocan horizontalmente y se vierte sobre ellas unas gotas de agua para
humedecerlas.

- Con un papel de fitro (Whatman®GF/B Glass microfibre discs) se desprende el
corte del portaobjetos.

- Se introduce el papel de filtro en un vial de centelleo donde se afiaden 2 mL de
Soluene®100 (Packard, Canberra) y se deja 12 horas en agitacion.

- Se afiaden 5 mL de liquido de centelleo (Formula 989, NEN) y se dejan 24 h a
4°C hasta el contaje de la radiactividad.

& Exposicién de las secciones a un film.
- Se sacan las secciones de la nevera y se dejan a temperatura ambiente hasta
que cualquier resto de humedad que pueda haber en el portaobjetos se seque
completamente.
- Se colocan las secciones dentro de chasis herméticos (Exposure Cassettes,
Kodak). Junto con las secciones, se colocan portacbjetos que contienen patrones
de radiactividad (*H-microscales, Amersham).
- A obscuras se pone un una pelicula sensible a la radiacion emitida por el tritio
(Hyperfilm™-*H, Amersham) en contacto con las secciones, se cierra
herméticamente el chasis y se guarda a 4°C en un lugar obscuro y sin vibraciones
ni movimientos.
- Pasado el tiempo necesario se abre el cassette a obscuras y se revela el film:

* Solucién reveladora (Kodak D-19), 5 min.

* Solucién de paro (agua destilada al 1% (v/v) de acido acético), 30 s.

* Solucién fijadora (Tmax Fixer, Kodak), 5 min.
* Agua corriente, 5 min.

Este proceso trae como resultado la obtencion de iméagenes de las
secciones en las peliculas de forma que aquellas estructuras donde ha habido mas
fijaciéon del radioligando apareceran mas obscuras. Este film lo podemos utilizar
como negativo para obtener ampliaciones en papel (informacion cualitativa) o
podemos medir, con un analizador de imagenes, el contenido del receptor o
enzima que estemos estudiando (informacién cuantitativa).
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Protocolo 3.14. Fijacion in vitro de [’H]JPK-11195 a secciones de tejido
para el marcaje del PBR

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1.-
2.-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Incubacion a temperatura ambiente en una solucién 1 nM de [PH]PK-
11195 (85 Ci'/mmol) en Tris-HCI 0,05 M (pH 7,7), 2 horas.
Paralelamente se incuban unas secciones en la misma solucion con
PK-11195 2 uM.

Dos lavados en Tris-HC! (0,05 M, pH 7,7) a 4°C, 2 x 5 min.

Tres breves inmersiones de las secciones en agua destilada a 4°C.
Secado rapido de las secciones en una nevera con un ventilador
incorporado, 16 horas.

Para la autorradiografia, exponer ias secciones a un film junto con los
patrones de radiactividad, 16 dias.

Protocolo 3.15 Fijacién in vitro de [*H]lquinuclidinil bencilato a secciones
. de tejido para el marcaje de los receptores muscarinicos

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir

1.-
2-

3-
4-
5-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Incubacién en una solucién 1 nM de [PHIQNB (43,0 Ci/mmol) en
tampén fosfato 0,015 M (pH 7,4), 90 min.

Paralelamente se incuban unas secciones en la misma solucién con
sulfato de atropina 1 uM.

Lavado en tampédn fosfato (0,015 M, pH 7,4) a 4°C, 5§ min.

Dos breves inmersiones de las secciones en agua destilada a 4°C.
Secado rapido de las secciones en una nevera con un ventilador
incorporado, 16 horas.

Para la autorradiografia, exponer las secciones a un film junto con los
patrones de radiactividad, 14 dias.

Protocolo 3.16 Fijacion in vitro de [°Hlmuscimol a secciones de tejido
para el marcaje del receptor GABA,

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1.-
2-

3-

Dejar atemperar las secciones, 30 min. .

Preincubacion en una solucion 2,5 mM de CaCl, en Tris-citrato 0,05 M
(pH 7.4) a 4°C, 15 min.

Incubacion en una solucién 12 nM de [*H]-muscimol (16,4 Ci/mmol)
en Tris-citrato 0,05 M (con CaCl, 2,5 mM, pH 7,4) a 4°C, 30 min.
Paralelamente se incuban unas secciones en la misma solucién con
GABA 100 uM.

Lavado en Tris-citrato 0,05 M (con CaCl, 2,56 mM, pH 7,4) a4°C, 5
min.
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5.-
6.-

Dos breves inmersiones de las secciones en agua destilada a 4°C.
Secado rapido de las secciones en una nevera con un ventilador

incorporado, 16 horas.
Para la autorradiografia, exponer las secciones a un film junto con los

patrones de radiactividad, 5 semanas

Protocolo 3.17. Fijacion in vitro de (+)-[’H]MK-801 a secciones de tejido
para el marcaje del receptor NMDA

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1.-
2.-

4.-
5-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Incubacién en una solucién 10 nM de (+)-["H}-MK-801 (20 Ci/mmol)
en Tris-acetato 0,005 M (con Glu 10 M y Gly 10 uM pH 7,9) a 4°C,
120 min.

Paralelamente se incuban unas secciones en la misma solucién con
(+)-MK-801 10 pM.

Lavado en Tris-acetato 0,005 M (con CGS-19755 5 uM, pH 7,9) a
4°C, 150 min.

Una breve inmersion de las secciones en agua destilada a 4°C.
Secado rapido de las secciones en una nevera con un ventilador

incorporado, 16 horas.
Para la autorradiografia, exponer las secciones a un film junto con los

patrones de radiactividad, 15 dias.

Protocolo 3.18. Fijaci6n in vitro de [*H]lazabemide a secciones de tejido
para el marcaje de la MAO B

Todas las secciones utilizadas eran de cerebros congelados sin perfundir.

1.-
2.-

4-
5.-

Dejar atemperar las secciones, 30 min.

Incubacion en una solucién 3,75 nM de [*H]-lazabemide (20,2
Ci/mmol) en Tris-HCI 0,05 M (con NaCi 120 mM, MgCl, 1 mM, KCI 5
mMy EGTA 0,5 mM, pH 7,4) a 22°C, 80 min.

Paralelamente se incuban unas secciones en la misma solucién con
L-deprenil 1 M.

Dos lavados rapidos en Tris-HCI 0,05 M (con NaCl 120 mM, MgCl; 1
mM, KCI 5§ mM y EGTA 0,5 mM, pH 7,4) a 4°C, 2 x 1 min.

Una breve inmersion de las secciones en agua destilada a 4°C.
Secado rapido de las secciones en una nevera con un ventilador
incorporado, 16 horas.

Para la autorradiografia, exponer las secciones a un film junto con los
patrones de radiactividad, 12 dias.
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ANALISIS CUANTITATIVOS

Todos los estudios morfométricos se realizaron tomando fotografias con
una camara digital (Nikon N 8008 S, Jap6n) conectada a un microscopio éptico
(Zeiss Axiolab, Alemania). Las imagenes recogidas por la camara se
descargaban en un ordenador personal (PC 80486) y se analizaban con el
paquete de software OPTIMAS® para Windows.

Calculos morfométricos

Para calcular el tamafo de las areas cerebrales se colocan éstos sobre una
fuente de luz estable y con la camara de fotografia digital se recogia una
instantanea. A la vez, se realizaba una fotografia de un fragmento de regla de
dibujo que nos daba una escala de longitud fiable. Se importaba la imagen al
ordenador y, con una alta precision, se podia dibujar los limites de la estructura a
medir. En nuestro estudio las areas de interés eran el area septal y el hipocampo
dorsal. El area septal se delimité como se habia descrito previamente (Mahy et al.
1995): Es decir el limite dorsal se marcaba por el cuerpo calloso, el lateral por los
dos ventriculos y el ventral se delimitd con una linea recta que unia la terminacion
de ambos ventriculos. El programa OPTIMAS calculaba el area rodeada utilizando
la regla fotografiada como escala.

Area de calcificacion

El area de calcificacion se calculaba por discriminacion de colores. Tras
poner las secciones tefiidas con rojo de alizarina sobre una fuente de luz estable se
les tomaba una fotogréfia en color y se importaba en el ordenador. El programa
informatico seleccionaba el color rojo de la imagen que se correspondia con los
depésitos de calcio tefiidos con rojo de alizarina (ver protocolos) y calculaba el area
ocupada utilizando, de nuevo, una regla fotografiada junto a las secciones como
escala.

Autorradiografia in vitro

Para la cuantificacion de las peliculas de autorradiografia in vitro de nuevo
se colocaban éstos sobre una fuente de luz estable y con la camara de fotografia
digital se recogia una instantanea. Se importaba la imagen al ordenador y, con una
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alta precision, era posible dibujar los limites de la estructura a medir. Tras ello, el
ordenador integraba los valores de densidad optica de todos los pixels recogidos
dentro del area dibujada por el usuario. Estos valores de densidad optica eran
entonces transformados en unidades bioldgicas gracias a la utilizacion de los
patrones de radiactividad (ver arriba). Estos permitian convertir la densidad o6ptica
en Ci/mg tejido. Como la unidad mas comun en estos estudios era fmol/mg prot. se
habian de aplicar cuatro factores:
a) La actividad especifica del radioligando.
b) El nimero de moléculas de radioligando que se une a la proteina.
c) El contenido de proteina del tejido. En todos los casos se tomdé como
contenido el valor de 8%, valor que se habia determinado previamente
en el laboratorio.

d) El factor de desintegracién de la radiactividad de los patrones.

Asi, la conversién queda:

Ci nmol lig.  moléc. enz. mg tej. 1
X X X X
mg te;j. Ci moléc lig. mg prot. desintegracion

(@) (b) © (d)

Recuento neuronal

El recuento de neuronas se realizd al microscopio 6ptico a 100 aumentos y
utilizando una rejilla en el ocular (1,25 x 1,25 mm). Se contd el nimero de
neuronas un minimo de tres veces en cada seccion, tomando como valor la
media de los tres. Como correccion del error debido al grueso de la seccion
sobre la que se realiza el recuento, se utilizé el método de Floderus (Floderus
1944). Este método consiste en multiplicar el valor obtenido en el recuento por
una constante, la cual resulta de aplicar la formula t/(t+D-2b); donde t es el
grosor de la seccion, D el diametro medio del soma neuronal y b el tamafio mas
pequefio que puede ser detectado al microscopio en esas condiciones. En
nuestro caso, en el recuento realizado en el complejo MS-DBB, el diametro

celular medio encontrado era de 18 + 3 um y concordaba con la literatura (Kiss et
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al. 1990a, Fischer et al. 1991a), mientras que el tamafo minimo detectado era de
8 um. Dado que el grosor de nuestros cortes era de 12 um, el factor de
correccion de Floderus ascendia a 0,86.

En el hipocampo se calculd la densidad neuronal en tres capas. Para ello,
el recuento neuronal se hizo a 400 aumentos, las neuronas tenian un tamario de
12 £ 3 um y el tamafio minimo detectable era de 5 um, por lo que el factor de

Floderus ascendia a 0,8.

ANALISIS ESTADISTICO

Dada la gran variedad de métodos estadisticos utilizados en este estudio,
el analisis estadistico utilizado en el tratamiento e interpretacion de los datos
viene especificado en la seccidon de metodologia especifica de cada uno de los
capitulos de resultados. Valga como regla general decir que los valores vienen

siempre dados como media + error estandar de la media (SEM).
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41:

COMPARACION DE LA RESPUESTA A LA DOSIS DE AMPA CON
LA EVOLUCION DE LA LESION EXCITOTOXICA EN EL SEPTO
MEDIO.

INTRODUCCION

La via septohipocampal es un excelente ejemplo de via colinérgica del SNC
ya que estd muy bien caracterizada tanto en términos fisiolégicos como
anatémicos. Las neuronas localizadas en el MS y la DBB proveen a la formacion
hipocampal de la mayor parte de su inervacién colinérgica, controlan el ritmo theta
y estan implicadas en los procesos de memoria y aprendizaje (Dutar ef al. 1995,
Mizumori et al. 1990, Vanderwolf ef al. 1994) Ademas se ha mostrado vulnerable al
envejecimiento y algunos procesos neurodegenerativos (Allen et al. 1988, Arendt et
al. 1985, Etienne et al. 1986, Markowska et al. 1995). Por todo ello, la creacion de
modelos animales para el estudio de dichos procesos se ha centrado a menudo en
el estudio de esta via, generalmente utilizando inyecciones estereotaxicas de
excitotoxinas como el acido quinolinico, el iboténico, el NMDA o el AMPA (Dunnet
et al. 1987, Everitt et al. 1987, Leutgeb et al. 1999, Mahy et al. 1995, Robbins et al.
1989, Saura et al. 1995, Winn et al. 1991). De esta forma, las neuronas colinérgicas
de la via SH se muestran sensibles a la inyeccién de AMPA en el MS (McAlonan et
al. 1995) y estudios sobre el efecto de los &cidos iboténico y quiscualico en el SM
han demostrado una atrofia progresiva del area septal asociada a ésta pérdida
colinérgica (Mahy et al. 1995)

Sin embargo la via SH no es puramente colinérgica y contiene otros
neurotransmisores. Asi, entre el 10 y el 30% de las neuronas de la via contienen
GABA lo que las constituye en las neuronas no colinérgicas méas abundantes del
complejo MS-DBB (Khéler ef al. 1984). Estas neuronas se localizan en el centro de
la estructura (Kiss et al. 1990a), controlan directamente las neuronas inhibidoras
hipocampales (Freund ef al. 1988) y la inmensa mayoria, si no todas, contienen
parvalbimina (Freund 1989). La infusion intraseptal de farmacos especificos del
sistema GABAérgico provoca variaciones en la transmisidn sinaptica colinérgica en
el hipocampo (Venero et al.1998) y altera la habilidad en la realizacion de tareas

99



4.1: Efectos del AMPA en el septo medio

mnemotécnicas (Chrobak et al. 1992), lo que indica la participacidon de este tipo
neuronal en la regulacion de las funciones colinérgicas de la via SH. Sin embargo y
a pesar de que se ven afectadas (Venero et al. 1998), hasta donde nosotros
sabemos, hay muy pocos trabajos dirigidos a estudiar la participacion de estas
neuronas de la lesion excitotoxica del SM.

La reaccion glial es un rasgo caracteristico asociado al dafio cerebral y
diferencias locales en los mecanismos de compensacion glial podrian subyacer en
las diferencias regionales de vulnerabilidad a la lesidn excitotoxica que se han
encontrado (Mahy et al 1995, Saura et al 1995). Ademaés, el proceso
neurodegenerativo inducido por excitotoxinas puede llevar a la formaciéon de
depositos de calcio en el nicleo lesionado (Korf et al. 1984, Mahy et al. 1999,
Nitsch et al. 1990, Petegnief ef al. 1999, Robledo et al. 1999). Esta calcificacion
cerebral parece ser que no sélo dependa de los movimientos de calcio en la célula
sino también del tipo de receptor de glutamato implicado y su distribucion en el
area lesionada (Bernal et al. 2000b). Por ello se han observado variaciones
regionales en la vulnerabilidad a la calcificaciéon del SNC, siendo el MS una de las
mas resistentes tras la inyeccion de cualquier excitotoxina (Mahy et al. 1995, Saura
et al. 1995). En cualquier caso parece ser que la reaccién astroglial,
tradicionalmente asociada con el dafio neuronal, esta directamente implicada en
estos procesos de calcificacién cerebral (Mahy et al. 1999).

El objetivo de este trabajo era caracterizar la neurodegeneracion presente
en el MS tras la lesidén excitotdxica de AMPA vy la evolucién a largo plazo de este
proceso. Para ello se cuantificé la atrofia del area septal, la pérdida neuronal, la
calcificacion del area y las reacciones astro y microglial. En primer lugar se realizé
un estudio de respuesta a la dosis con la microinyeccién de AMPA a diferentes
concentraciones (entre 0,54 y 21,6 mM). Dos meses después de la lesion se
midieron, la atrofia del area septal, las pérdidas colinérgica y GABAérgica, y las
reacciones astro y microglial, asi como el acontecimiento, localizacion y area de
calcificacién en el MS. La posible relacién entre todos esos parametros fue
evaluada realizando correlaciones matemaéticas. Finalmente, se intentd determinar
la evolucidn del proceso excitotoxico realizando un estudio de los mismos
parametros a diferentes tiempos tras la lesion.
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METODOLOGIA UTILIZADA
Andlisis de respuesta a la dosis

Se utilizaron treinta y dos ratas divididas en ocho grupos de cuatro animales
cada uno. Tras anestesia, a seis de esos grupos se les inyectd por estereotaxia 0,5
ul de AMPA en las coordenadas correspondientes al septo medio. La
concentracion de la excitotoxina, diferente en cada grupo, era de 0,54; 2,7; 54;
10,8; 16,2 y 21,6 mM respectivamente. A un grupo se le inyecté 0,5 uL de PBS 50
mM vy el restante se utilizé como control. Las dosis de AMPA se escogieron segun
estudios previos (Petegnief ef al. 1999) estando la mayor de ellas al limite de
solubilidad de la toxina. Dos meses después los animales fueron anestesiados y
perfundidos con una mezcla de paraformaldehido al 4% (p/v) y acido picrico al
0,4% (plv). Posteriormente se les extrajo el cerebro, el cual, tras crioproteccion con
sacarosa al 15 % (p/v), se congelé con nieve carbénica.

Analisis de evolucion de la lesion

Se utilizaron cuarenta y dos ratas divididas nueve grupos de cuatro animales
cada uno y un ultimo de seis ratas. Tras anestesia, al de seis animales y a cuatro
grupos mas se les inyectd por estereotaxia 0,5 ub de AMPA 54 mM en las
coordenadas correspondientes al septo medio. A los cinco grupos restantes se le
inyecté 0,5 ul. de PBS 50 mM. Los animales fueron anestesiados y perfundidos
con fijador a los 4 dias, 14 dias, 1 mes, 2 meses y 7 meses de ser operados por
estereotaxia. Inmediatamente después se extrajo el cerebro, el cual, tras
crioproteccion con sacarosa al 15 % (p/v), fue congelado con nieve carbdnica.

Analisis histolégico

Con el criostato se obtuvieron cortes coronales seriados de 12 um de
grosor en cuatro niveles a lo largo de todo el area septal (figura 4.1.1) de todos
los cerebros, siendo las coordenadas de +0,12; +0,7 (el lugar de inyeccion); +0,2
y -0,25 mm de bregma, siempre segun el atlas de Paxinos et al. (1986). Sobre
esos cortes se realizaron las siguientes experiencias:
@ Tincion de Nissl.
& Tincién contrastada de rojo de alizarina.
& Tincion inmunohistoquimica de la GFAP.
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& Tincién inmunohistoquimica de la ChAT.
& Tincién inmunohistoquimica de la parvalbimina.
@ Tincién histoquimica de la isolectina By,
En algunas secciones se realizaron dos tinciones diferentes.

b

Figura 4.1.1: Dibujo esquematico de secciones coronales del cerebro de rata mostrando las cuatro
zonas del complejo MS-DBB donde se hizo el estudio. Las figuras estan modificadas del Atlas de
Paxinos et al. (1986) y se corresponden con los niveles de +1,2 mm a bregma (a), el lugar de
inyeccién, +0,7 mm a bregma (b), +0,2 mm a bregma (c) y —0,25 mm a bregma (d). Las células
tefiidas con la inmunohistoquimica de la ChAT o de la parvalbiimina fueron contadas dentro de
las areas marcadas. MS, septo medio; DBB, banda diagonal de Broca; LSD, septo lateral dorsal;
LSV, septo lateral ventral; Shi, nudo septohipocampal; ca, comisura anterior; cc, cuerpo calloso.

Analisis cuantitativo.

Se midié el tamafno del area septal segln criterios establecidos (ver
Materiales y Metodologia General) sobre secciones teflidas con violeta de cresilo
a cuatro niveles diferentes de toda la extension rostrocaudal de la regién del MS-
DBB (figura 4.1.1). Con tal de corregir la variabilidad producida por el tamarfio
cerebral de cada animal asi como la debida al encogimiento cerebral fruto del
tratamiento histoldgico, también se midié el area del ntcleo estriado adyacente al
septo. El area de calcificacion, por su parte, se midié en los mismos niveles que
el area septal y se hizo sobre secciones tratadas con la tincion contrastada del
rojo de alizarina.
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La muerte neuronal en el septo medio se calculd con el recuento de
neuronas al microscopio éptico a 100 aumentos, seguin Kiss et al (1990a). Se
contd el nimero de neuronas ChAT y parvalbamina inmunopositivas, de nuevo a
los cuatro niveles definidos de toda la extensién rostrocaudal (figura 4.1.1) y el
factor de correccion de Floderus ascendia a 0,86 (ver Materiales y Metodologia
General).

Analisis estadistico.

En el estudio de respuesta a la dosis y tras la prueba de Mann-Witney se
encontrd que los resultados de las ratas a las que se inyecté vehiculo y las
controles no diferian en ninguno de los parametros estudiados por o que sus
valores fueron agrupados en un Unico grupo control. Para cada parametro, los
valores de ese grupo se compararon con los de todas las ratas lesionadas con
AMPA por medio de la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis. Cuando esta
prueba indicd que habia diferencias, se utilizé la prueba de Mann Whitney para
comparar cada grupo entre si. En el estudio de evolucién de la lesidn se siguid
un procedimiento similar. Los resultados se expresan como media £+ SEM y el
numero de neuronas se expresa como porcentaje respecto al control.

RESULTADOS

Estudio de efecto de la dosis

@ Andélisis morfométrico. Dos meses tras la inyeccion de AMPA se encontrd
una reduccién muy significativa de toda el area septal en todos los niveles
estudiados y en todas las dosis de AMPA excepto en la de 0,54 mM (figuras 4.1.2 y
4.1.3). La prueba de Kruskal Wallis dio unos valores de: KW = 224, p = 0,001; KW
= 222, p = 00012; KW = 17,7, p = 0,0069; y KW = 19,7, p = 0,0031
respectivamente para cada nivel estudiado. Esas reducciones de area aumentaban
siempre con la dosis hasta la concentracién de 5,4 mM, concentraciones mayores
de AMPA resultaban en reducciones similares (figura 4.1.3) y alcanzaban entre el
35y el 40% del area de los animales control. Al medir el area del nucleo estriado
adyacente no se encontraron diferencias entre ninguno de los grupos en ninguno
de los niveles estudiados (no se muestra).
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@ Lesion colinérgica. Se observd una pérdida significativa de neuronas
colinérgicas en el MS de los cuatro niveles septales estudiados (valores de la
prueba de Kruskal Wallis: KW = 23,41, p = 0,0007; KW = 23,06, p = 0,0008; KW =
25,84, p = 0,0002; y KW = 20,80, p = 0,002 respectivamente para cada nivel
septal). La poblacion de neuronas positivas para la ChAT estaba reducida
dramaticamente entre un 70 y un 80% a partir de la dosis 2,7 mM de AMPA (figura
4.1.3). Esta pérdida era especifica del MS puesto que la DBB sélo mostré una
pérdida colinérgica en su parte superior y en el lugar de inyeccion (tabla 4.1.1.) Las

neuronas colinérgicas de la DBB dorsal no aparecieron afectadas.

: e
31 y
B
gy sy e f g .

Figura 4.1.2: Estudio de respuesta a la dosis d¢ AMPA inyectada en el septo medio. Tincion de Nissl
del 4rea septal de una rata control (a), lesionada con AMPA 2,7 mM (b) y con AMPA 16,2 mM (c).
Inmunohistoquimica de la ChAT en una rata control (d) y una que recibi6 la infusion de AMPA 5,4
mM (e). Inmunohistoquimica de la parvabimina en el MS de una rata control (f), una lesionada con
AMPA 5,4 mM (g) y con AMPA 16,5 mM (h). Inmunohistoquimica de la GFAP de una rata que
recibié una dosis de 10,8 mM con reaccién astroglial asociada a la cicatriz de la aguja (punta de
flecha) (i). Depositos de calcio tefiidos con rojo de alizarina tras una inyeccion de AMPA 21,6 mM (j).
No se encontraron astrocitos asociados a los depoésitos de calcio (k), pero si microcitos (punta de
flecha) (1). Neuronas inmunopositivas para la parvalbiimina asociadas a depésitos de calcio (puntas de
flecha) (m). Barras: (a-c) 250 um; (d-h) 100 pm; (i) 200 um; (j) 75 um; (k-m) 25 pm.
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La

inmunoreactividad de

la ChAT encontrada en

las neuronas

supervivientes del MS y la parte vertical de la DBB no era diferente a la aparecida

en las células de la parte dorsal de la DBB de la misma seccidon o en animales

control. Ademas, al medir el soma neuronal no se encontraron diferencias de

tamafio entre las neuronas positivas para la ChAT supervivientes a la lesién

(diametro medio 18 + 2 um; n = 40) y las controles (diametro medio 17 £ 2 um; n =

60).

Tabla 4.1.1: Recuento neuronal en las ratas asignadas al estudio de respuesta a la dosis

Area cerebral y tipo Dosis de AMPA
neuronal Control 054mM 27mM 54mM 108mM 162mM 216 mM
+1,2 mm a bregma
Parv. MS 596 56+5 29+4 151£3"™ 2414 1314 217+
ChAT MS 298+13 278%17 107 £8* 99+9™ 91x11* 067" 74+8*9
+0,7 mm a bregma
Parv. MS 8116 78+8 42+5" 36+15* 21+5% 16+5* 1614
ChAT MS 355429 371+20 112+2* 917 708" 7716 82114*
40,2 mm a bregma
Parv. MS 92+6 88+6 50x5% 4117 24435 1313 13439
ChAT MS 360+28 328+16 133£20" 118112 69+9*% 78110 78+ 11**
-0,25 mm a bregma
Parv. MS 5746  58+7 406" 41+9 213" 1613 1413*¢
ChAT MS 147 +£11 13027 521+9™ 4918™ 3617* 44115™ 41110*
+0,7 mm a bregma : -
Parv. DBB 151+9 142+£19 110+19 112+17 90+12* 97+16* 91:11"
ChAT DBB 50116 607 +34 482+24 467111 443+4" 432 124" 422 +19*
+0,2 mm a bregma o B a2 o |
Parv. DBB 14914 142+11 13111 140+12 138£19  107+19* 11318
ChAT DBB 499417 508%14 46114 48911 45823 472322 47839
-0,25 mm a bregma : |
Parv. DBB 87+6 89%£13 72110 86+8 78114 62113 7819
ChAT DBB 282+14 276119 294+19 286118 279124 273116 268112

Los valores corresponden a la media = SEM *, p <0,01; **, p < 0,01 respecto al control; §, p < 0,05
respecto a AMPA 5,4 mM; parv, parvalbamina
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@ Lesion GABAérgica. Las neuronas GABAérgicas del MS se han mostrado
sensibles a la lesion excitotéxica inducida por AMPA (tabla 4.1.1). Asi, en los cuatro
niveles estudiados las neuronas marcadas para la parvalbimina disminuyeron
entre un 55 y un 80%, dependiendo de la dosis de AMPA inyectada (KW = 24,13, p
= 0,0005; KW = 23,62, p = 0,0006; KW = 24,18, p = 0,0005; y KW = 24,08, p =
0,0005 respectivamente para cada nivel septal). Sin embargo, para alcanzar la
pérdida GABAérgica mas severa era necesaria una mayor dosis de excitotoxina
gue en el caso de las neuronas inmunopositivas para la ChAT (figura 4.1.3).

Al contrario del caso anterior, La inmunoreactividad de la parvalblmina
encontrada en las neuronas supervivientes del complejo MS-DBB era mas débil
que la aparecida en animales control. Sin embargo, al medir el soma de las
neuronas no se encontraron diferencias de tamafio entre las neuronas
GABAérgicas supervivientes a la lesion (diametro medio 19+ 3 um n = 30) y las de

las ratas control (diametro medio 20 + 4 um; n = 40).

@  Depdsitos de calcio. Al contrario de estudios previos utilizando otras
excitotoxinas, se encontraron depdsitos de calcio tras la inyeccién de AMPA en el
MS. Basandonos en una clasificacion previa (Saura et al. 1995) los depdsitos
fueron divididos segun su didmetro en pequefios (menos de 3 um), medianos (de 3
a 10 um) y maduros (mayores de 10 um) La mayoria de esos depdsitos eran
medianos visibles directamente al microscopio 6ptico sin tincion especifica y
mostraban a menudo un corazén obscuro. Algunos depositos maduros y pequerios
(estos ultimos tefiidos de rosa con la alizarina) se encontraron también cerca de
algunas neuronas y células gliales. Topograficamente, los depdsitos de caicio se
localizaban en el centro del MS y la parte ventral de la DBB (figura 4.1.2), donde las
células GABAérgicas son mas abundantes, pero no se encontraban asociados a
vasos sanguineos ni a la cicatriz de la aguja. Igualmente, la mayor calcificaciéon se
encontrd en el nivel correspondiente a +0,2 mm de bregma (figura 4.1.3) mientras
que el nivel mas rostral (+1,2 mm a bregma) no mostré calcificacion.

Al cuantificar el area ocupada por los depdsitos de calcio, las dosis mayores
de 5,4 mM mostraron una precipitacion significativa estadisticamente (KW = 16,7, p
= 0,0021; KW = 17,2, p = 0,0042; y KW = 10,9, p = 0,026 para cada nivel septal).
Dicha precipitacién, aunque aumentaba levemente, no aparecia dependiente de la
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dosis de excitotoxina inyectada (figura 4.1.2). La inyeccion de AMPA 54 mM
indujo a la precipitacién de calcio en la mitad de los animales (dos de cuatro), en
esas ratas los depdsitos se localizaban principalmente en el lugar de inyeccién y
eran de los denominados pequefios. No se detectaron depOsitos de calcio en

ninglin animal control ni en los que recibieron una dosis de AMPA inferior a 5,4
mM.

@ Reaccion glial. Dos meses tras la lesion, la tincion inmunohistoquimica de la
GFAP no mostr al microscopio éptico ningun tipo de astrogliosis. Al compararse
con los animales control, el Ginico aumento de tincion astroglial encontrado en los
animales operados con AMPA estaba asociado a la cicatriz de la aguja en el
momento de la inyeccidn, esta reaccién también se encontré en los animales
operados con vehiculo. En ninglin animal se aprecié astrogliosis en el resto del
area septal. Por su parte, la tincion histoquimica de la isolectina B4 reveldé una
microgliosis en todas las ratas operadas con AMPA que presentaban calcificacion
del MS. Se encontraron numerosos microcitos reactivos siempre asociados con los
depdsitos de calcio presentes en el centro del complejo MS-DBB como quedé
evidente tras el contraste con rojo de alizarina (figura 4.1.2).

Evolucién de la lesion

@ Andlisis morfométrico. En los animales control, no se observd ninguna
variacion en el tamario del area septal asociada con la edad (KW= 1,03; p = 0,64
en el lugar de inyeccion). Asi, las ratas que recibieron la inyeccién de PBS y fueron
matadas cuatro dias después (edad total 2 meses) mostraron un tamafio del area
septal igual al de las ratas que recibieron perfusion transcardiaca siete meses tras
la lesién (edad total 9 meses). Por ello todos esas ratas fueron reunidas en un
unico grupo control. Sin embargo, en las ratas operadas con AMPA 54 mM se
detecté una progresiva disminucion del &rea septal en los cuatro niveles estudiados
(KW = 21,9, p = 0,0005; KW = 23,3, p = 0,0003; KW = 21,4, p = 0,0007; y KW =
22,3, p = 0,0005 respectivamente). La atrofia del area fue significativa transcurridos
dos meses desde la lesién, alcanzando el 35% del area control, atrofia que a los
siete meses continuaba aumentando (figura 4.1.4). La reduccién del &rea era
especialmente importante en el nivel de la inyecciéon (+0,7 mm a bregma) y
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bastante discreta en el punto mas caudal del estudio (figura 4.1.4). Nuevamente, al
medir el area del nucleo estriado adyacente no se encontraron diferencias entre
ninguno de los grupos en ninguno de los niveles estudiados (no se muestra).

@ Lesion colinérgica. En los animales control, no se observé ninguna variacion
asociada con la edad en el numero de neuronas inmunopositivas para la ChAT en
el MS (KW= 0,47; p = 0,98 en el lugar de inyeccién) por lo sus valores fueron
agrupados. La microinyeccién de AMPA 5,4 mM produjo una severa pérdida de
neuronas colinérgicas en el MS que, cuatro dias después, alcanzaba el 40% en
toda la estructura (KW = 21,6, p = 0,0006; KW = 17,7, p = 0,0014; KW =225, p =
0,0004; y KW = 21,17, p = 0,0008 respectivamente para cada nivel septal). Esta
pérdida de neuronas inmunoreactivas para la ChAT se mantuvo en el tiempo (tabla
4.1.2), pero no de forma lineal (figura 4.1.4). De modo que transcurridos siete
meses desde la lesion todavia se apreciaba un descenso, que ya alcanzaba el
85%, en el numero de neuronas que expresan ChAT en el MS. La lesidon
colinérgica no se mostré totalmente especifica del MS puesto que en el nivel de
inyeccion se detectd una ligera pérdida de neuronas positivas para la ChAT en la
parte superior de las bandas diagonales de Broca (tabla 4.1.2). En ningln caso las
neuronas que sobrevivian a la lesiébn mostraron una pérdida de intensidad de
tincion ni atrofia neuronal respecto a las de los animales control (no se muestra).

@ Lesion GABAérgica. Como en el caso anterior, los animales controles no
presentaron ninguna variacion asociada con la edad en el nimero de neuronas
inmunopositivas para la parvalbuimina en el complejo MS-DBB (KW= 0,51; p = 0,97
en el lugar de inyecciéon) por lo sus valores fueron agrupados. La inyeccién
estereotaxica de AMPA 5,4 mM en el SM produjo una pérdida significativa de
neuronas GABAérgicas en los tres niveles mas anteriores del estudio (KW = 15,5,
p = 0,0082; KW = 18,3, p = 0,0025; KW = 21,1, p = 0,0008 respectivamente para
cada nivel). La reduccién encontrada en el nivel mas posterior, -0,25 mm a bregma,
no alcanzo la significacion estadistica (KW = 8,95, p = 0,1109). A los cuatro dias de
la inyeccidn el nimero de neuronas que presentaban marcaje para la parvalbimina
era sensiblemente inferior a los controles (tabla 4.1.2) alcanzando el 35% en el
nive! de inyeccion (figura 4.1.4). Esa pérdida neuronal era progresiva alcanzando
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su maximo a los sesenta dias de la inyeccion ya que a los siete meses continuaba
solo en el lugar de inyeccidn (+0,7 mm a bregma).

Area septal Recuento neuronal
tamario (mm?) % def contro}
25 120 A
—&— pav +1.2 mm to bregma
20 4 100 -
80 -
1,5 4
60
104
x # 40
*kk
057 20 4
00 - — T T T = T 1 0~ r T T T T T 1
25 120
+0.7 mm to bregma
20 - 100
804 {*
1,5 4
gk # 60 ¥ *¥
1,0 4 dkk
40 4 % **$
05 4 20 4
*k ol *3*
00 - T T T T T 1 0~y T T T T T |l
25 120
+0.2 mm to bregma
2,0 A 100 4
* # 80
15+ k%
60
104
40 ]
054 20 4
00 < T T T T T 1 [ 1
25 120 -
-0.2 mm to bregma
20 100
80
15 kde = 1
604 A+ 1
10
40 -
05 *k
’ 20 4
Yk "k
0»0 i 1 H T T ¥ 1 0 bl ] T T T T T 3
0 40 80 120 160 200 240 o] 40 80 120 160 200 240

tiempo (dias) tiempo (dias)

Figura 4.1.4: Representacién grafica de la atrofia septal y las la pérdidas neuronales
colinérgica y GABAérgica del MS en funcion a lo largo del tiempo tras una inyeccion de
AMPA 5,4 mM. Las distancias a bregma representan los cuatro niveles a los que se realiz6
el estudio. *, p<0,05; ** p <0,001; *** p <0,0001 respecto al control; #, P <0,05 respecto
al tiempo de 60 dias-, $, p < 0,05 respecto al tiempo de 30 dias.
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s

Figura 4.1.5: Estudio de evolucion de la lesion en el septo medio. Tincién de Nissl del 4rea septal
de una rata control (a), 15 dias (b) y 7 meses tras la lesion Inmunohistoquimica de la ChAT en una
rata control (d) cuatro dias (e) sesenta dias (f) y siete meses tras la lesion(g) Inmunohistoquimica
de la parvabimina en una rata control (h) quince dias (i) y siete meses tras la lesion.
Inmunohistoquimica de la GFAP de una rata control (k). (I) Quince dias tras la lesién habia
reaccion astroglial. (punta de flecha) (m) area de astrogliosis con detalle de astrocitos reactivos
(aumentado 4 veces). (n,0) treinta dias tras la lesion, ya no se detectd astrogliosis (recuadro
aumentado 4 veces). Barras: (a-c) 250 pum, (d-j) 75 pum, (k,1,n) 150 pm, (m,0) 75 um
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Como ocurria en el estudio de respuesta a la dosis, la inmunoreactividad de
la parvalbimina encontrada en las neuronas supervivientes del complejo MS-DBB
era mas débil que la aparecida en animales control y el soma no mostraba ninguna
atrofia neuronal (no se muestra).

Tabla 4.1.2: Recuento neuronal en las ratas asignadas al estudio de evolucion de la lesion

Area cerebral y tipo Control Tiempo de lesién

neuronal 3meses 9meses A4dias 14dias 30dias 60dias 7 meses

+1,2 mm a bregma

Parv. MS 55+6 53+8 35+8 32+7 25+4* 15+3*™ 17 +4™

ChAT MS 27018 263+15 162+7* 148+4* 116412 99+9™ 44+ 9%
+0,7 mm a bregma

Parv. MS 84+5 85+8 56+8* 50+6* 43+9™ 36B+15¢ 2213

ChAT MS 347 £18 387 +30 223+20* 107+11** 99+7** 91+7* 47+8*%
+0,2 mm a bregma

Parv. MS 103 +4 97 +4 86+6 T74+7* 535" 41+17* 40+8*

ChAT MS 389115 415+31 214+15* 158+31** 138+ 7* 118+12** 43+ 9*%
0,25 mm a bregma

Parv. MS 5514 50+6 56+3 50+7 53+7 41+9 3B8+6

ChAT MS 138+10 1469 115x5* 107+9* 69+8"™ 4918 32i16™

+0,7 mm a bregma

Parv. DBB 146 + 19 1538 148+11 110113 119x 17 11‘2117 96:&10*

ChAT DBB 49624 46315 513+26 454:26 461+17 46711  426:14%
+0,2 mm a bregma

Parv. DBB 162+10 148+ 12 1384 13648 143+9 140+12 134110

ChATDBB 501+19 486+20 497+25 471122 47221 4891:1% 467 £ 17
-0,25 mm a bregma e .y L

Parv. DBB 83+6 . 97114 79i8 7218 82:!:"7 86+8  74x7

ChAT DBB 266112 254116 281+29 294+16 266+14 286+18 28619

Los valores corresponden a la media + SEM *, p <0,01; **, p < 0,01 respecto al control; §, p < 0,05
respecto al grupo de 30 dias; parv, parvalbumina

@ Depésitos de calcio. Tras la tincion del rojo de alizarina, no se observo
calcificacién en el MS de los animales control. Igualmente la dosis de 5,4 mM de
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AMPA no indujo a la aparicion de depodsitos de calcio en el MS, ni el resto del area
septal, en ninguna de las ratas asignadas a esta parte del estudio.

@  Reaccion glial. Cuatro dias tras la inyecciéon de vehiculo y mediante la
tincién inmunohistoquimica de la GFAP se observd una pequeiia area de
astrogliosis localizada en el lugar de la inyeccion. Este efecto no se detectd en los
otros niveles septales ni tampoco a tiempos mayores. Se encontrd una fuerte
astrogliosis en casi toda el area septal de todas las ratas cuatro dias tras la
inyeccién de AMPA. Los astrocitos que mostraban la mayor inmunoreaccién de la
GFAP y una tipica morfologia reactiva con hipertrofia e hiperplasia se localizaban
en el centro de la estructura, concretamente el MS vy la parte superior de la DBB y
abarcaban casi toda la extension rostrocaudal del nicleo. Esta astrogliosis, aunque
un tanto reducida en extension e intensidad, se mantenia catorce dias tras la
inyeccién de AMPA, mientras que ya no era detectable tras un mes de lesion. Por
su parte, la tincion histoquimica de la isolectina B4 no revelé una reacciéon microgilal
en ningun animal, ni en las ratas operadas con AMPA ni en las controles.

Correlaciones

Se realizaron estudios de correlacion entre todos los parametros
morfométricos. La intencién era estimar la posible relacién entre la atrofia tisular y
la pérdida neuronal. También se pretendia investigar si el proceso de calcificacion
evolucionaba de forma paralela a algtin tipo de pérdida neuronal o a los cambios
del area septal. La tabla 4.1.3 ilustra los resultados encontrados al nivel de +0,2
mm a bregma, en los otros niveles los resultados fueron similares. En los dos
estudios realizados, el recuento de neuronas inmunopositivas para la ChAT
correlaciona significativamente con la atrofia del area septal y lo hace mejor que el
recuento de neuronas positivas para la parvalbumina. Ademas, los coeficientes de
determinacion eran superiores en el estudio de respuesta a la dosis que en el de
evolucion de ia lesidon. La mejor correlacidn se encontré al comparar los recuentos
de los dos tipos neuronales entre si. Aunque significativas, el area de calcificacién
presentaba unas pobres correlaciones con el resto de variables incluidas en el
estudio.
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Tabla 4.1.3; Coeficientes de determinacion y significaciones estadisticas en los analisis de regresion
lineal en el septo medio

Area septal Recuento ChAT Recuento parv

Respuesta a la dosis

Area septal ;

Recuento ChAT = 0,66; p < 0,0001 o

Recuento parv #=0,55; p<0,0005 r’=0,82;p< 0,00001 - : .

Area calcio P=031:p<0,005 r*=040,p<0005 =048 p<0001
EvoluciAén de lalesion

Area septal

Recuento ChAT = 0,60; p < 0,0001 N

Recuento parv ?=051;p< 0,0005 r= 0,613 p < 0,0001

Los resultados pertenecen al nivel de +0,2 mm a bregma, parv, parvalbimina

DISCUSION

El resultado més notable de este estudio muestra que la lesidn excitotdxica
inducida por AMPA en el MS provoca una neurodegeneracion caracterizada por
una atrofia del area septal y una pérdida progresiva de neuronas colinérgicas a lo
largo de siete meses. Las neuronas GABAérgicas se muestran menos sensibles al
proceso neurodegenerativo necesitandose alta dosis de AMPA para inducir una
pérdida similar a la que presentan las neuronas colinérgicas. Ademas, la evolucion
del proceso es diferente del dafio acontecido al inyectar altas dosis de la
excitotoxina pues, en este Ultimo caso, la neurodegeneracion se asocia a procesos
de calcificacion.

Resalta el hecho de que los efectos de la lesion excitotdxica inducida por
AMPA en el MS incrementen con el tiempo como lo demuestran la creciente
pérdida colinérgica y la persistente atrofia de area septal. Nuestros resultados
reproducen los efectos de los acidos quiscualico e iboténico, los cuales provocan
una atrofia progresiva del area, seguramente debida a una pérdida neuronal (Mahy
et al. 1995, Leutgeb et al. 1999). Nuestro estudio de correlaciones también indica
que la pérdida neuronal en el MS seria una de las causantes de la atrofia. Sin
embargo, la organizacién anatdomica y la composicion neuronal no son

114



4.1: Efectos del AMPA en el septo medio

homogéneas en toda la extension del MS (Kiss et al. 1990a) mientras que la atrofia
observada presenta unos valores similares a lo largo de toda la estructura, por lo
que otros factores, como la falta de reaccidon astroglial y una difusion de la
excitotoxina hasta los nucleos colindantes, podrian contribuir a esta atrofia tisular.
Seguramente en nuestro modelo la inyeccidn de AMPA sea excitotéxica también
en el septo lateral, como apunta la reaccion astroglial alli encontrada y como se ha
observado con la inyeccidn de acido Iboténico (Stewart et al. 1987). En ese nucleo,
el proceso neurotoxico puede ser también progresivo y contribuir a la atrofia del
area septal. Ademas, la densidad de receptores de glutamato es mayor en el septo
lateral que en el medio (Olsen et al. 1987, Le Jeune et al. 1996) por lo que seria
mas susceptible de sufrir la lesion excitotdxica.

Un estudio ultraestructural, que evaluaba la lesidn excitotdxica inducida en el
MS por los &cidos quinolinico y kainico en términos de anormalidades
somatodendriticas y picnosis nuclear mostré que estos sintomas desaparecian
transcurridos catorce dias desde la lesidén (Ginsberg et al. 1999). Esos resultados
‘son consecuentes con la reaccion astroglial aqui encontrada, la cual desaparece
transcurrido el mismo tiempo, y podrian indicar el momento en que los mecanismos
de compensacién son capaces de frenar el proceso excitotoxico inducido por el
AMPA, al menos en lo que se refiere a las células GABAérgicas cuyo numero
acaba estabilizandose en el tiempo. Sin embargo, la persistente pérdida colinérgica
observada demuestra una accion selectiva de estos procesos de compensacion.
Dado que las células colinérgicas de la via SH reciben una substancial cobertura
glial similar a la del resto de neuronas de la estructura (Miiner et al. 1995) podria
interpretarse que la plasticidad neuronal colinérgica del SM es menos eficaz que la
GABAérgica. En efecto, las células GABAérgicas del MS sobreviven en mayor
proporcion a la lesién excitotoxica y sélo alcanzan niveles de degeneracién
similares a los presentados por las células colinérgicas cuando se inyectan altas
dosis de AMPA. Por otro lado, las neuronas GABAérgicas del MS contienen
parvalbimina, un recurso para la fijacidn del calcio que no esta presente en las
células colinérgicas (Freund 1989) y que les podria proporcionar una mejor
adaptacion al incremento de la [Ca2+],- asociado al dafo excitotéxico (Mattson et al.
1996).
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Pero ademas, las neuronas colinérgicas se muestran muy dependientes del
soporte glial. Asi, tanto en el hipocampo como en la corteza cerebral y el septo
medio, las neurotrofinas han mostrado una actividad supresora del incremento
toxico en la [Ca®']; que esta asociada al dafio excitotéxico (Mattson et al. 1996). Ya
es clasico el estudio en la rata donde las lesiones de la fimbria producian una
degeneracién de las neuronas colinérgicas en el MS, siendo estas neuronas
capaces de resistir la lesion si previamente se inyectaba NGF en los ventriculos
(Gage et al.1988 y ver comentarios en Shooter 1992). Los astrocitos sintetizan
NGF vy ios receptores de este factor de crecimiento en las neuronas colinérgicas de
la via SH se localizan en aposicién directa a las membranas de los astrocitos
colindantes en clara comunicacién con este tipo celular (Martinez Murillo et al.
1991). En consecuencia, el mantenimiento de la funcién colinérgica tras una lesién
en la base del cerebro anterior parece depender en gran medida del aporte de
neurotrofinas por parte de la glia. Sin embargo, la severa pérdida colinérgica
enfatiza la poca la produccidn astrocitaria de NGF y otras neurotrofinas (Shooter
1995), y es que los astrocitos también tienen receptores del glutamato (Ozawa et
al. 1998) y pueden ser afectados por la lesidn excitotoxica (Bridges et al. 1992) lo
que condicionaria a su funcidén neuroprotectora. En estas condiciones podrian
incluso liegar a potenciar la neurodegeneracion mediante la liberacién tdxica de
EAA y el aumento del estrés oxidativo (Tacconi 1998).

En el MS, el proceso degenerativo asociado a la microinyeccion de acido
iboténico y de quiscudlico se caracteriza por una atrofia del area septal sin
calcificacion (Mahy et al. 1995, Waite ef al. 1994) mientras que en condiciones
similares ensayadas en este trabajo, el AMPA ha inducido a la aparicién de
depdsitos de calcio. Nuestros resultados indican que el proceso parece depender
de la intensidad del dafio inicial creado por la toxina y no del tiempo postlesion.
Cabe decir que el AMPA inyectado en la base del cerebro anterior provoca una
lesion excitotéxica mas potente que el iboténico o el quiscualico (Waite et al. 1994).
Pero ademas, la sensibilidad a la infusion de AMPA es diferente entre las areas
cerebrales. Por ejemplo, en contraste con la limitada calcificaciéon que presenta el
SM aln tras dosis elevadas de AMPA, dos estudios de respuesta a la dosis iguales
a éste en el globo palido y el hipocampo demostraron una alta calcificacion a partir
de la dosis de 2,7 mM (Bernal et al. 2000c, Petegnief et al. 1999). Un factor a tener
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en cuenta en estas diferencias regionales y entre toxinas es nuevamente la glia la
cual, en funcién de sus propiedades intrinsecas diferentes en cada area, puede no
mostrarse reactiva frente a determinados estimulos (Hoke ef al. 1994). A pesar de
la intensidad de la lesidn y del importante papel que juegan los astrocitos en la
transmision glutamatérgica (Hertz et al. 1999, Magistretti ef al. 1999) y en los
mecanismos de compensacion activados durante la excitotoxicidad (Dusart ef al.
1991, Mattson et al. 1996, Parpura ef al. 1994), en el MS no hemos encontrado
astroglia reactiva asociada a la calcificacion como si ha ocurrido en otros trabajos
(Bernal et al. 2000b, Nitsch et al. 1990, Petegnief et al. 1999, Saura et al. 1995).
Esto tiene importancia desde el momento en que, en el globo palido de la rata, las
celulas astrogliales estan directamente involucradas en la calcificacion asociada
con la lesién excitotdxica (Mahy et al. 1999), por lo que parece ser que la
precipitacion del calcio en el MS tras la inyeccion de AMPA tenga un origen
predominantemente neuronal con una minoritaria participacion de la astroglia en el
proceso. Por otro lado, la reaccion microglial asociada a esos depdsitos (Bernal et
al.2000b, Mahy et al. 1999, Petegnief ef al. 1999, Saura et al. 1995) se achaca a la
reaccion inmunitaria y de limpieza del espacio extracelular (Barron 1995, Streit et
al. 1999).

La localizacion de los depédsitos aqui encontrados esta restringida a las
zonas del MS donde las células GABAérgicas son mas abundantes por lo que,
como ya se ha propuesto (Mahy et al. 1995), podrian ser estas células las que
presentan una mayor participacién en el proceso de calcificacion, al menos en el
MS. Avalan esta hipétesis tres hechos: (1) Son necesarias altas dosis de AMPA
para que haya calcificacion del MS, a la vez que para conseguir una pérdida
GABAérgica maxima; mientras que la lesidn colinérgica severa aparece a dosis
mucho mas bajas. (2) En el estudio de evolucién de la lesion, a tiempos largos, no
hay depésitos de calcio y las neuronas GABAérgicas se mantienen en nimero,
mientras que las colinérgicas siguen desapareciendo. Y (3) en los estudios de
correlacion, el recuento GABAérgico es el parametro que presenta una mejor
regresion con el area de calcificacion. Sea como fuere, el tipo neuronal implicado
en la calcificaciéon de cada nucleo nervioso tras una lesiéon excitotdxica puede ser
diferente. Las diferencias fenotipicas en los sistemas de tamponamiento y
eliminacién del Ca®** citoplasmatico que regulan el aumento de [Ca®'], las
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necesidades energéticas especificas y la composicién y distribucion de los subtipos
de receptor de glutamato en cada neurona, deberian poder explicar esas
diferencias.

Finalmente, el AMPA se ha mostrado como una excitotoxina mas efectiva
que los acidos iboténico y quiscudlico en las lesiones de los nlcleos de la base del
cerebro anterior a la vez que se sugeria como la mas especifica para provocar la
lesion colinérgica (Waite et al. 1994). Esto se corresponde con la especificidad de
lesién a largo plazo aqui observada tras la inyeccion de una dosis baja de AMPA y
con lo observado durante el envejecimiento en ratas. En estos ntcleos y durante el
proceso de envejecimiento se ha descrito una pérdida de neuronas colinérgicas
(Fischer et al. 1991a) pero no de la funcién GABAérgica (Smith et al. 1995); pérdida
colinérgica que, ademas, no se corresponde con una proporcional astrogliosis
(Smith et al. 1995). Sin embargo como se demuestra aqui, la lesion excitotdxica del
MS no es puramente colinérgica; curiosamente, los déficits cognoscitivos presentes
en estos animales (Leutgeb et al. 1999, McAlonan et al 1995) suelen
corresponderse con los déficits asociados a la edad en las funciones cognoscitivas
controladas por el hipocampo (Fischer et al.1991a, Gallager et al. 1993). Por ello,
seria interesante abundar méas, no sélo en la contribucion de las neuronas
GABAérgicas del SM a los procesos cognoscitivos controlados por el hipocampo
(Stewart et al. 1987), sino también en el papel de estas neuronas en los déficits que
aparecen durante del envejecimiento.

En conclusidn, la inyeccion de 0,5 ul. de AMPA 5,4 mM provoca un proceso
neurodegenerativo caracterizado por una dramatica pérdida de neuronas
colinérgicas que se mantiene en progresién durante siete meses y por la
persistente atrofia del area septal, significativa a partir de los dos meses de la
inyecciéon. Estos efectos parecen estar vinculados a una falta de reactividad
astroglial. Por su parte, las neuronas GABAérgicas se muestran mas resistentes a
la lesion excitotoxica necesitandose la inyeccion de dosis mayores de AMPA para
alcanzar los niveles de pérdida presentados por las células colinérgicas. Ademas,
al aumentar la dosis el proceso excitotoxico provoca la aparicién de depdsitos de
calcio asociados a una reaccioén microglial.
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