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Resumen 

Existen evidencias electro fisiológicas que sugieren que las células granulares del giro dentado del 

hipocampo, que nonualmente liberan glutamato (glutamatérgicas), también son capaces de liberar 

GABA después de la inducción de crisis convulsivas generalizadas. Esta hipótesis está apoyada por 

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

enzima limitante de la síntesis de GABA, en estas células y su sobreexpresión después de crisis 

Iconvulsivas. A partir de estas evidencias, en este trabajo me propuse deternlinar la correlación que 

kxiste entre el cambi~ en la excitabilidad neuronal, que da lugar a la transmisión simultánea de 
1 

GABA y glutamato en la sinapsis de las fibras musgosas y la zona CA3, y la expresión de esta 

bnzima en las células granulares del hipocampo. 

\ . 

Realicé la técnica inmunohistoquímica en ratas Wistar en las diferentes condiciones de excitabilidad 

Jn el sistema nervioso, en las que previamente se había comprobado la liberación simultánea de 
1 

GASA y glutamato de las células granulares. Estas fueron: a) después de 5 crisis convulsivas 

g~neralizadas provocadas por el modelo de epilepsia experimental "kindling". Este consiste en la 

e~timulación repetida de la amígdala dellóbu!o temporal, que cul~ina, después de dos semanas, en 

c~isis convulsivas generalizadas; b) después de una sola crisis provocada por una inyección 

iJtraperitoneal del convulsivante pentilenetetrazol (PTZ). c) un mes después de la última crisis 

c¿nvulsiva provocada por el modelo de kindling y d) después de 3 horas de estimulación iterativa 

inl vitro, con un protocolo que potencia la transmisión sináptica pero que no induce actividad 

eJileptifonne. Tras establecer estas condiciones, detenniné la expresión de la iso forma de mayor 
I 

peso molecular de la GAD, la GAD67. 

L1 resultados mostraron que 24 horas después de 5 crisis convulsivas consecutivas aumenta la 

¡ruhunorreactividad de GAD67 en las células granulares del giro dentado y en las fibras musgosas. 

Po~ otro lado, en ratas que también fueron sometidas al procedimiento de kindling pero cuyo análisis 



I 
fue realizado un mes después de la última crisis, la inrnunorreactividad a GAD67 se conserva en las 
I • 
fibras musgosas, sin embargo, el giro dentado presenta una inmunorreaclÍvidad similar a la que 

~uestran las ralas control. Esto coincidió con la desaparición d~ la transmisión GABAérgica 

lberrante provocada por la crisis. 

I 
En el grupo de ratas que se inyectó para producir una crisis única se observó un incremento en la 
I 

inmunorreactividad en las intemeuronas de la base del giro dentado y en las fibras musgosas. El 

lnálisis inrnunohistoquírnico de la expresión de la GAD67 en rebanadas de hipocampo que fueron 

~ometidas a un protocolo de estimulación iterativa in vi/ro por tres horas, sin inducir actividad 

'. Jpileptifonne, mostró un ~arcado intenso en las células granulares del giro dentado. Los diferentes 

Jatrones de inmunotinció!n observados en el giro dentado y en las fibras musgosas dependen del 
I 

tiempo al que el sistema está sometido a hiperexcitabilidad. Así, una crisis convulsiva aislada induce 

l~ síntesis de GAD en las fibras musgosas y, para que su detección sea posible en los somas de las 
I 

células granulares, se requiere de la presencia de un estado sostenido de hiperexcitabilidad, como el 
I 

etocado por la estimulación in vi/ro repetida o por las crisis consecutivas. 
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caTulo 1. ANATOMÍA DEL HIPOCAMPO 

1.1. Introducción. 

El JiPocampo forma parte de un grupo de estructuras del sistema límbico que en su conjunto se 

denhminan "formación hipocampal". Comprende al giro dentado, el subiculurn, el presubiculum, el 

par~subiculum, y la corteza entorrinal. Su arreglo celular e histológico, por capas bien definidas, 

hac~ que e~ta estructura sea muy utilizada para estudios anatómicos y electrofisiológicos (Figura 1) .. 

Adlmás de que esta estructura participa en los procesos de aprendizaje y memoria (Scoville y 
I 

Milner, 1957), se ha demostrado que el hipocampo posee una alta susceptibilidad a presentar 
I 

actividad epileptifonne en comparación con cualquier otra área del cerebro (Green, 1964). Muchos 

patentes con epilepsia presentan crisis que involucran al hipocampo, y a menudo las crisis ahí 
I 

orinadas son las más dificiles de tratar con medicamentos. 

El hipocampo puede ser claramente dividido en dos grandes regiones según Ramón y Cajal (1911) a 

IJ que denominó región inferior y superior. Sin embargo, Larente de Nó (1934) dividió al 
I 

hipocampo en tres campos (CAl, CA2 y CA3) para la zona piramidal yel campo CA4 que refiere a 

I~ región ocupada por la capa de células polimórficas del giro dentado, o hilus. Los campos CA2 y 
I 

CA3 son equivalentes a la región inferior que identificó Ramón y Cajal, y CAl es equivalente a la 

r~gión superior. Además de las diferencias de tamaño de las células piramidales en CA3 y CA 1, 

eListe una clara diferencia en cuanto a sus conexiones. Las células piramidales de CA3 reciben 

ehtradas del giro dentado, pero no las de CA 1. , 
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Figura l. Esquema de la formación hipocampal. sm stratum moleculare; a alveus; sg straturn granular; so stralUrn oriens; I sp ""tum p;mm;dale; " "ratum rad;atum; 1m fibras musgosas; vp v;a perlo"",e; H hdus; GD g;ro dentado, S 

/,Ub;CUlum; CE corteza entorr;nal (tomado de Caeser y Artesen, 1991) 

I Las células principales del giro dentado son las células granulares y las del hipocampo propiamente 

dicho son las piramidales. 

1.2. Células granulares: 

El giro dentado está fonnado por tres capas, la principal o de células granulares, la capa molecular 

que está localizada sobre la capa granular y una capa difusa de células polimórficas, que es conocida 

como hilus, (Johnston y Amaral, 1998). 
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Las células granulares son pequeñas (aproximadamente 10 J..UTI de diámetro) y de apariencia esférica, 
I 

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

gtanulares se extienden perp~ndiculannente de la capa granular hacia la ca~a molecular donde se 

r~ciben las conexiones sinápticas de varias fuentes. Los axones de las células granulares son 
I 

llamados fibras musgosas por la apariencia de sus terminales sinápticas. Se originan de la porción 
I 
~asal del cuerpo de la célula, y se extienden dentro de la capa polimórfica (también llamada hilus) 
I 

(Johnston y Amaral, 1998). Ahí en la capa polimórfica, las fibras musgosas hacen sinapsis sobre 

délulas musgosas y otras interneuronas, salen del hilus formando un haz de fibras que finalmente 
I 

conforman el stratum lucidum de CA3. Esta proyección de las fibras musgosas finalmente hace 
I 
rnapsis con las células piramidales e intemeuronas de CA3. 

r-3. Células piramidales: 

Los cuerpos celulares de las neuronas piramidales están arreglados en un estrato ordenado de 3 a 6 

bélulas de grosor llamado capa piramidal. Estas neuronas tienen árboles dendríticos elaborados que 

Ise extienden perpendiculannente a la capa celular en ambas direcciones. 
I 
¡Las dendritas apicales son más largas que las basales y se extienden desde el ápice de la célula 

piramidal hacia el centro del hipocampo atravesando tres capas: el slralum lucidum, el stralum 
I . 
radiatum y el slralum lacunosum-moleculare. Las dendritas reciben diferentes tipos de contactos 

sinápticos en cada una de estas capas. Las dendritas basales se extienden desde la base del cuerpo 

celular hacia el borde del hipocampo y fonnan el stratum oriens, (O' keefe y coL, 1978). 

Las dendritas de las neuronas piramidales están cubiertas con espinas y son llamadas "prolongaciones 

espinosas", que están localizadas sobre las dendritas proximales de CA3 y reciben sinapsis de las 

fibras musgosas (Johnston y Amaral, 1998). Las células piramidales de CA3 son glutamatérgicas y 

proyectan, a su vez, a la zona CA l. 
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1.4. Interneuronas: 

. APrLimadamente el 10% de la población neuronal dé! hipocampo son intemeuronas (Olbrich y 
l 

Braak, 1985). Estas tienen un axón que carece de espinas y liberan ácido y-aminobutírico (GABA). 
l 

Recientemente se ha demostrado que las intemeuronas son de una gran diversidad (Buckmaster y 
I 

Soltesz, 1996). 

En t giro dentado, la clase más importante de intemeuronas son las llamadas células en canasta. 

Est~ se localizan en la base del giro dentado formando una hilera continua. Los axones de éstas 

int~meuronas inervan a los somas de las células granulares. Existen al menos cinco tipos diferentes 

de 6élulas en canasta (Ribak y Seress, 1983). Además, pueden ser aún subdivididas con base en la 

prekencia de proteínas de unión a calcio y neuropéptidos (Freund y Buzsáki. 1996). 

EJa capa molecular se localizan intemeuronas que reciben información de la vía perforante y que, a 

su Ivez, hacen contactos axo-axónicos sobre el segmento inicial del axón de las células granulares 

(Kosaka, 1983; Freund y Buszáki, 1996). Existe también una gran variedad de intemeuronas que se 
I 

lotalizan en la capa polirnórfica y algunas de estas neuronas tienen axones que pennanecen en la 
I 

capa polimórfica, mientras que otras inervan a las capas granular y molecular (Freund y Buzsáki, 
I T6

). 

I 

Una clase de células que se encuentran en la capa polimórfica son llamadas células musgosas 
l 

(Amaral, 1978). Estas son excitatorias, que sólo proyectan a la capa molecular del giro dentado en 

r¿rma ipsilateral y contralateral. Mientras algunos investigadores han llamado a estas células 
l 

interneuronas excitatorias, el hecho de que proyecten sus axones a largas distancias en ambos sitios 
I 

del giro dentado podría excluirlas de ser consideradas como intemeuronas. De hecho, eStas neuronas 
l 

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

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

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

en c~nasta y e) biestratificadas (Freund y Buzsáki, 1996), estas células hacen sinapsis sobre los 

segn\entos iniciales de las neuronas piramidales y ejercen un fuerte control sobre la iniciación de los 

potc_hciales de acción. Las células en canasta hacen si~apsis sobre el soma de las células piramidales. 
I 

Cada célula en canasta puede establecer múltiples contactos sobre una neurona piramidal formando 

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

bieitratificadas hacen contactos sinápticos sobre las dendritas basales y apicales de las neuronas 

pirkidales. Aunque e~iste una pequeña superposición entre sus regiones objetivo, las dendritas de 

". los,ltres tipos de células proyectan dentro del stratum radialum y slratum oriens (Buhl y co!., 1996; 
I . 

Halasy y col., 1996). Existe también una conexión inhibitoria entre estas interneuronas. Además, 
I 

muchas interneuronas GABAérgicas contienen y liberan péptidos ncuroactivos (péptido vasoactivo 

iniestina1 VI?, somastotatina y Neuropéptido Y; Freund y Buzsáki 1996). 

I 
I 

El papel de las interneuronas GABAérgicas en el hipocampo es la regulación de interacciones 

C¿mPlejaS entre las células principales, que incluyen oscilaciones poblacionales, plasticidad, 
I 

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

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

domúnmente sincronizan a las interneuronas produciendo oscilaciones de varias frecuencias, 
I 
incluyendo teta (5 Hz) y gamma (40 Hz) (Freund y Buzsáki, 1996). 

I 
'1.5. Circuitos básicos: 
I 
I .1 ¡El circuito básico de la formación hipocampal se conoce desde tiempos de Ramón y Caja (1911), 

I 
sin embargo, detalles fino~ han sido elucidados hasta hace algunos años Andersen y col. (1971) 

describieron una ruta unidireccional de ~rog.resión ~e .las ~ías e~~it~to.ria~ que unen cada regi~n de la 

formación hipocampal y acuñaron el tennmo de C1rcu1to tnsmaphco . La corteza entornnal se 
I 
I considera corno el punto de inicio del circuito, por donde entra la información sensorial que alcanza 
I 

¡ el hipocampo. La organización sináptica del hipocampo es más compleja que esta presentación i esquemática, sin embargo, ésta es útil para introducirse al estudio de esta estructura. 
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1.6.1 Circuito trisináptico del hipocampo: 

I 
La ~ecuencia trisináptica es la siguiente: las fibras de la vía perforante emergen de las células 

esJelladas y piramidales en las capas II y III de la corteza entorrinal medial y lateral (Steward, 1976), 

pas~ a través del complejo subicular y de la fisura hipocámpica, entran al giro dentado (GD) y 

terlinan en los dos tercios externos de la capa molecular de esta estructura. Ahí forman sinapsis 
I 

exCitatorias sobre las espinas dendríticas de las células granulares, constituyendo así el primer relevo 
I 

sinaptico en el circuito. Las células granulares del GD envían sus axones (fibras musgosas) a la zona 
I 

CA3 del hipocampo, pasando por el hilus, donde dejan colaterales, y forman el stratum lucidum a lo 
I 

largo de la región CA3. En esta región las expansiones sinápticas de las fibras musgosas terminan 
I 

sobre las prolongaciones espinosas localizadas en la parte proximal de las dendritas de las células 
I 

piramidales de CA3 con las que forman sinapsis en "passant". Esto constituye el segundo relevo 

si¿áptico (sinapsis asimétricas fibras musgosas· CA3). Las neuronas piramidales de la región CA3 

eJvían sus axones a otros niveles de CA3 o -bien hacia CA 1. Cada axón envía una colateral 
I 

m~elinizada (colaterales de Schaffer) hacia la región CAL En los strata radiatum y oriens, las 

c¿laterales de Schaffer forman sinapsis en "passant" sobre las dendritas apicales de las neuronas 
I 

piramidales de CA 1 integrando así el tercer relevo del circuito trisináptico. 
I 
r 

I 
Axones de las neuronas piramidales del CA I proyectan a las neuronas del complejo subicular y a la 

pime profunda de la corteza entorrinal. Existe una proyección principal desde el subiculum a las 
I 

chpas profundas (V y VI) de la corteza entorrinal. Las capas profundas de la corteza entorrinal 

p~oyectan a sus capas superficiales (l! y I1I) (Kohler y col.,I986) y éstas dan lugar a las fibras de la 
r 

vía perforan te. Así, la entrada de la vía perforante a las células granulares se origina en la corteza 
I 

e'ntorrinal, y la salida desde CA 1 es en gran parte de la misma área, tanto por vía directa como por 

Jna vía subicular. Además de las conexiones sinápticas entre las diferentes regiones de la formación , 
hipocampal, existen también interacciones sinápticas complejas dentro de cada región. Estos , 
circuitos locales consisten por lo menos de una neurona principal y una célula en canasta inhibitoria 
I 

ásociada, pero también puede incluir sinapsis excitatorias recurrentes. El sistema de excitación 
I 
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I 
I 
I 
I 

recurrente está especialmente presente en la región CA3 (Johnston y Brown, 1981; Miles y Wong, 
I 

1986) Y está formado por axones colaterales de las neuronas piramidales que proyectan hacia sus 

ve~inas. Las neuronas piramidales de la región CA3 también reciben una profusa inervación de las 
I 

int~meuronas (Miles y Wong, 1987; Griffith Y 001.1986). Estimaciones basadas en registros pareados 

en 'rebanadas de cerebro transversales sugieren que cada neurona piramidal está inervada por más de 

ISI intemeuronas inhibitorias (Miles y Wong, 1987). 
I 

I 
El patrón de conexiones aferentes y eferentes de las distintas regiones de la fonnación hipocampal, 

sJgieren que la región CA3 es el principal integrador de la formación hipocampal (Swanson y 

C~wan, 1977). Este es el:i~termediario entre la entrada de infonnación al giro dentado y la salida del 
I ' 

hipocampo, recibiendo el haz de proyecciones dentadas y enviando importantes tractos localmente, 
i 

así como a otras áreas del cerebro. Además, se ha propuesto que el giro dentado funciona como un 
I 

filtro limitando la transferencia de información de la corteza entorrinal a la capa piramidal del 
I 

hipocampo (Heinemann y col., 1992). 

I 
1.7. Papel del GABA en el hipocampo 

I 
En el hipocampo adulto, la salida de las células granulares y piramidales de las regiones CA I Y CA3 

kstá fuertemente controlada por la actividad de las interneuronas GAI3Aérgicas. El control es posible 
I 

~or tres mecanismos principales: a) la activación de los receptores postsinápticos de GABA que 

!contrarresta la despolarización inducida por entradas directas despolarizantes (Miles y col., 1996), 

b) el receptor GABA media las respuestas sinápticas que pueden bloquear directamente el disparo 

del potencial de acción, y c) las interneuronas puede sincronizar el disparo de las neuronas 

principales durante las oscilaciones (Buzsáki y col., 1992; Csiesvari y col., 1999). Estos tres efectos 

de la inhibición GABAérgica en última instancia modifican la probabilidad del disparo de acción en 

la neurona postsináptica. 
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CaprlO 11. ÁCIDO y- AMINOBUTÍRICO (GABA) 

2.1. Sintesis de GABA 
I 
1 . . 

El ácido y- aminobutírico (GABA) es el neurotrasmisor inhibitorio más abundante en el sistema 
I 

nervioso central. Su síntesis se lleva a cabo por medio de una sola reacción catalizada por la enzima 
I 

descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) utilizando como precursor al L-glutamato (Figura 2). 

/NH2 

HOOCCH2CH2CH 

'--COOH 
Glutamato 

GAD rp 

GABA·T 

I I HOOCCH2CH2CH2NH2 

GABA 

a-cetoglutarato 

Semialdehído 
Succinlco 

COOH 

Acido Succlnico 

Figura 2 Formación del GASA a partir de ácido glutámico y su derivación o "shunt" al ciclo de Krebs. Tomado y 

modifiiado de Siegel 1989. 
I 

2.2. iLrormas de la GAD 

I 
Se haJ caracterizado dos isofonnas de la enzima GAD que difieren considerablemente en cuanto a 

su pesh molecular (65 kD Y 67 kD), localización intracelular, la interacción con su cofactor fosfato de 

piridokal (PLP), así como el mecanismo de regulación de su síntesis (Martin y Rinvall, 1993). 

I 

I 

I 
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I 
La ¡primera isoforma de la GAD fue obtenida del cerebro del ga~o y esta formada por 593 

amtooácidOs con un peso molecular aproximado de 66,600, yes llamada GAD 67 (Kaufman, y col. 

1986; Kobayashiycol 1987.) 
I 

EI1DNA para la segunda iso forma de la GAD ha sido obtenido de tejido cerebral de rata y humano 
I 

(Er¡ander y col., 1991; Bu y col., 1992), estáformade la GAD esta compuesta por 585 aminoácidos 

y con un peso molecular aproximado de 65 400 D Y es llamada GAD 65 (Chang y Gottlieb, 1988). 

L.J dos isofonnas de la GAD, están ampliamente conservadas entre los vertebrados y muestran más I • . 
del 95% de identidad entre las secuencias de aminoácidos de gato, rata, ratón y humano (Kaufman y 

cOII.,1986; Kobayashi y col.,1987; Julien y col., 1990; Katarova y col., 1990; Bu y col.,1992). Sin 

embargo, la GAD 65 Y 67 difieren considerablemente en su secuencia de aminoácidos en la misma 

esp~cie (con sólo el 65% de identidad). . 

I 
La localización intracelular de las dos isofonnas de la GAD también difiere y se ha propuesto que 

estJ compartamentalización puede tener un significado fisiológico. La GAD67 se localiza 
I 

principalmente en los somas celulares y la GAD65 en tenninales. Aunque las dos iso formas son 

capLes de sintetizar GABA, la GAD65 parece se~ preferencialmente asociada con las sinapsis y Su 
I 

mRNA está presente en niveles elevados durante periodos de sinaptogénesis activa y durante el 

deskollo del cerebelo y estriado (Greify col., 1991). Los hallazgos que muestran que la GAD65 se 

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

preJente en las proyecciones de las neuronas con grandes axones, mientras que la GAD67 se 
I . 

encuentra principalmente en intemeuronas. Con base en esta correlación se sugiere que las dos 
I . 

¡sofonnas de la GAD juegan roles diferentes en los diferentes tipos de sinapsis (Feldblum y col., 
I 

1993). Por ejemplo, las neuronas con axones cortos tienden a tener una amplia arborización 
I 

dendrítica y establecen comúnmente sinapsis dendrodendriticas, mientras que las neuronas con 
I 

axones largos están más involucradas en las sinapsis axosomáticas o axodendríticas. La distribución 
I 

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

I 
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I 
I 

I 
I 
I 

hiJótesis. Sin embargo, en el hipocampo donde existe una gran ~iversidad morfológica de 

intkrneuronas GABAérgicas, el rnRNA de las dos isofonnas está presente y la pérdida de una obvia 

co~elación entre los relativos niveles de los rnRNA de las dos ¡sofonnas y la morfología es 
I 

inconsistente con la hipótesis inicial (Feldblum y col., 1993). 

pJ otro lado, se ha mostrado que las células que contienen mRNA de la GAD67 también presentan 

a1tds niveles de hierro. Este metal es requerido como cofaetor para la sucCÍnico deshidrogenasa, 
I 

enzima que cataliza la entrada del succinato al ciclo del ácido cítrico, que proviene de la derivación 
I . 

de GABA. Esta correlación sugiere que la GAD67 esta más involucrada en este proceso que la 
I 

GAD65. 

1 

Se Jonsidera que el GABA es capaz de actuar como metabolito, como factor neurotrófico, y como 

neu}otransmisor. Este aminoácido no proteico se encuentra ampliamente distribuido en el sistema 
I 

nevioso, y fuera del cerebro, en los islotes de células P pancreáticas pero en una menor 

con~entración. (Rorsman y col.. 1989). 

Las linvestigaCiones sobre la localización del GABA en el sistema nervioso se han facilitado 

enor;memente debido a la utilización de la GAD como marcador específico de células GABAérgicas. 

Los I anticuerpos generados contra la GAD pueden ser usados en procedimientos 

inm¿nohistoquímicos para mapear las neuronas y las tenninales que contienen GABA (Pérez de la 
I 

Mora y col. 1981). 

I 
La ariatomía de las vías GABAérgicas ha sido elucidada en el sistema nervioso central no solo por la 

inmJnotinción a GAD, si~o también se ha utilizado inmunohistoquímica para GABA y para la 
I 

GABA-T ( GABA aminotransferasa, enzima que inactiva al GABA). Sin embargo, la GABA-T está 

prese1nte en astrocitos, así como en algunas neuronas. La marca inmunohistoquímica para GAD tiene 
I 

prioridad sobre otras aproximaciones, considerando que las células que poseen GAD serían capaces 

de siAtetizar GABA, en contraste es posible que algunas neuronas que expresan GABA-T no usen 
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I 

I 
I 
1 

G~BA como neurotransmisor, como sucede con la acetilcolinesterasa que puede ser encontrada en i . 
alg~nas células que no son colinérgicas. Otra forma de identificar el fenotipo GABAérgico de una 

cél~la es mediante la presencia del transportador vesicular de GABA (VGAT), debido a que es 

necbsaria la internalización del neurotransmisor a una vesícula para que pueda eventualmente ser 

libelrado por exocitosis. Ésto lo realiza una proteína especifica llamada transportador vesicular (Me 

Intile y col., 1997; Reimer y col., 1998). 
I 
I 

UsJ,do los procedimientos inmunohistoquímicos para marcar GAD, GABA, GABA-T, (Mc 

Laukhlin y col., 1974; Saito y col., 1974; Mugaini y Oertel, 1985), asi como experimentos de captura , 
y liberación de GABA, se han identificado los principales grupos celulares y vías GABAérgicas. Se 

esti~a que del 10% al 40% de las tenninales nerviosas de la corteza cerebral, hipocampo y 
I 

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

El GlBA es inactivado por la GABA-T, que traslada el grupo arnino del GABA al u-cetoglutarato. 

El pr~ducto de esta reacción es el semialdehido sucCÍnÍCo y glutamato, por lo que la degradación de 
I . 

GABA permite la regeneración de su precursor. La GABA-T es una enzima de 109 kD de peso 
I 

mole~ular que, al igual que la GAD, requiere de fosfato de piridoxal como cofactor. La GABA-T 'se 

ha d~tectado en neuronas y en células gliales y se encuentra localizada cerca de la sinapsis, donde 

pued~ inactivar la liberación de GABA y metabolizar el neurotrasmisor que está fuera de las 

vesíchlas sinápticas. El semialdehido succínico formado por la GABA-T es rápidamente oxidado a 

succi~ato por la enzima semialdehido succínico deshidrogenasa (SSADH). Estudios de regulación 
1 

sugie~en que aproximadamente del 8% al 10% de toda la glucosa del cerebro es encauzada a la 

lIamaaa derivación de GABA (Balazs y col., 1970; Baxter, 1976). 
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I 

2.3.1 Regulación de la síntesis de GABA: 

I 
La ~íntesis de GABA es un proceso altamente regulado en el cerebro. Diversos estudios con 

sina~tosomas y rebanadas de cerebro, además de mediciones "in vivo", han demostrado que la 

sínt~sis puede ser estimulada o suprimi<:fa por manipulaciones fisiológicas o farmacológicas 
I 

(Chapman y Evans, 1983; Giorgi y Meek 1984; Paulsen y coL, 1988; Battaglioli y Martin, 1990; 
I 

Loscher y col., (991). 

I 
La localización de la GAD65 en las terminales nerviosas y la gran reserva de"apoGAD65 (apeGAD, 

enzi~a que no se encuentra unida a su cofactor, es decir la fonna inactiva) sugiere que la GAD65 se 
I 

espe:cializa en responder a cambios a corto plazo que demandan el neurotransmisor. Los niveles de 
I 

apaGAD y de la holoenzima GAD (halaGAD) son controlados por un ciclo de reacciones que son 
I . 

reguladas fisiológicamente por concentraciones de ATP y otros polianiones y por fosfato inorgánico. 

Estoisugiere la posibilidad de que la actividad de la GAD se encuentre unida a la actividad neuronal 

a través del metabolismo energético (Martin y Rimvall, (993). 
I . 
I 

La GAD no se encuentra saturada por el glutamato en sinaptosomas o en rebanadas corticales, sin· 

emblrgo, no existe evidencia de que la síntesis de GABA "in vivo" se regule fisiológicamente por la 

disp¿nibilidad de glutamato (Martin y Rimvall, (993). 

I 
La m'odulación de la síntesis de GABA ocurre a dos niveles: inmediato o también llamado regulación 

I 
a corto plazo, y la regulación a largo plazo. La interacción de la GAD con su cofactor, PLP es un 

procJso altamente regulado que juega un papel importante en la regulación a corto plazo de la 
I 

actividad de la GAD (Martin y Rimvall, (993). La regulación de la GAD a largo plazo es compleja y 

nurnJrosos estudio~ indican que los niveles de la proteína GAD y genes de la expresión de ésta, 

pued¿n ser regulados de muchas formas, incluyendo mecanismos transcripcionales y 

postr~nscripcionales (Szabo y col., 1996). El GABA podría ser capaz de regular la expresión de 
I 

GAD67 a nivel postranscripciona1, como el nivel de proteína GAD67 pero no de rnRNA. En esta 
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l 
I 

lija se ha demostrado que la corteza cerebral es altamente sensible a cambios intracelulares de 
1 

GAcBA (Rimvall y col., 1993; Rirnvall y col., 1994). Diferencias en la regulación de las dos isofomnas 
1 • 

de la GAD y en su actividad indican que podrían estar involucradas en procesos diferentes de 
1 

neurotransmisión mediada por GASA (Soghomonian y Martin, 1998). 

BJados en la alta concentración de GABA en los cuerpos neuronales y en las diferencias de 
1 

distribución intracelular de GAD65 y GAD67, se ha sugerido que la GAD67 podría estar más 

invblucrada en la síntesis de GASA para la actividad metabólica, mientras que la GAD65 está 

invblucrada en la transmisión sináptica (Martín y Rimvall, 1993). 

2,J GABA Y ePilepsia! 
1 

La Lnservación del balance entre la excitación y la inhibición es esencial para el mantenimiento de 
1 

las funciones normales del sistema nervioso central. La alteración en el balance de excitacióo-
1 

inhibición es uno de los factores que tienen más importancia en la etiología de la epilepsia, donde el 
1 

GABA tiene un papel central (Schousboe, 1990). La inhibición de la sintesis de GABA produce 
l 

crisis, así como la administración de antagonistas al receptor GABAA (Tapia, 1975). 

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

que lexisten se han detectado alteraciones en la inhibición mediada por GABA. Existe una extensa 

liter~tura sobre el papel del GABA en la generación de crisis convulsivas. Por ejemplo en humanos, 

moJos y ratas se detectó una disminución de los niveles de GABA, así como de la GAD, y también 
I 

se observa una reducción del número de terminales GABAérgicas (Schmidt y col, 1981; Houser y 
l 

col.)1986). 
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Inhibidores de la degradación de GABA como son el y-vinil-GABA y el ácido aminooxiacético 

bloduean la propagación de crisis (laradola y Gale, 1980; La salle y col.,1983). Además, los 

antakonistas a los receptores GABA como la picrotoxina y la bicuculina inducen crisis (Meldrum, 
, 

1984; Lloyd. 1986). Por otro lado, se ha reportado un incremento y no una disminución de GABA en 

el Jodelo de epilepsia experimental conocido como kindling, con el que se ha demostrado un 

incr~mento de la inhibición recurrente mediado por GABA en las células granulares del giro dentado 
I 

(Mam y Goddard, 1987). 

I 
I 

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

parele ser solo transitori~ (Babb et al., 1989). Además, se ha reportado un incremento a largo plazo 

en l~ actividad de la GAD en diversas áreas cerebrales después de la inducción de crisis por la 
I . 

administración intraperitoneal de ácido kaínico, que es un agente convulsivante. Los ratones 
1 

transgénicos deficientes del gen que codifica para la GAD67 nacen con malformaciones en el paladar 
I 

y mÜeren durante el primer día de vida al parecer de un paro respiratorio, y los niveles de GABA 

disJinuyen (Kash et al, 1997). En contraste, los ratones deficientes para el gen de la GAD65 son 
I 

viables, y conservan los niveles de GABA y GAD67 normales, pero presentan una alta 

suSC~Ptibilidad a presentar crisis y estas son tan severas que ocasionan la muerte (Asada y col., 
I . 

1996). 
I 

I 

I 
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Capítulo III KINDLING 

I , 
3.1. Generalidades 

J epilepsia es un síndrome que aqueja aproximadamente a un 2% de la población mundial y debido 
I 

a !as limitaciones que existen para llevar a cabo estudios neurofisiológicos controlados en tejido 
I 

epiléptico humano, se han diseñado modelos experimentales en otros mamíferos, que presentan 

ca~acterísticas muy similares a las observadas en humanos. Entre éstos, uno de los más utilizados es 
I 

el kindling. 

El !kindling o encendimiento es un término que se utiliza para describirel fenómeno en el que la 

estimulación repetida, eléctrica o química, de diversas estructuras del sistema límbico produce un 
! 

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

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

I 
Este fenómeno implica una alteración permanente en la actividad neuronal, ya que el estímulo con el 

quJ se produce es inicialmente subconvulsivante. Este estímulo es de baja intensid~d (60-150 J..LA) Y 

proloca postdescargas que inicialmente son de corta duración (1-5 segundos); la frecuencia de las 
1 

espigas de la postdescarga aumenta y se propagan a otras áreas del cerebro hasta generalizar la 
I 

actividad epiléptica. Asírnismo, los cambios conductuales que acompañan a dichas postdescargas se 

incJementan en número y en intensidad hasta culminar en crisis convulsivas generalizadas tónico 
I 

clónicas. Esta estimulación, en lo sucesivo, será efectiva para tal fin por lo que puede considerarse 

que1el estado epiléptico resultante es permanente. 

El kindling com.o modelo experimental de epilepsia ofrece varias ventajas: a) es altamente 

reproducible, b) los cambios son irreversibles y permanentes, c) debido a su desarrollo gradual, 

per~ite el estudio de los cambios cond·uctuales, electroencefalográficos, bioquímicos y moleculares 
I 

en ei curso de su evolución y d) debido a esta última característica, es un modelo ideal para el estudio 
I 

de la epileptogénesis. 
I 
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Se I ha descrito en varios estudios que durante el desarrollo del kindling eléctrico se producen 

modificaciones en varias de las etapas de la neurotransmisión. como son: la síntesis del 

nekotransmisor, su liberación, su unión a los receptores postsinápticos y su degradación (Kalichman 
I 

1982; Bajorek y col.,1986). 

I 

3.2,. Características del estímulo de inducción del kindling eléctrico: 

I 
En:el protocolo más usado para el kindling eléctrico, la estimulación se realiza con trenes de uno a 

dos segundos de duración con 60 pulsos de 0.1 ms de duración con baja intensidad (ISO ¡tA-500 ¡tA), 

y sle aplican cada 24 horas. Inicialmente esta estimulación no produce efectos conductuales o 

elebtroencefalográficos aparentes, pero con el tiempo provoca postdescargas que pueden llegar a 
I 

tener una larga duración (60-100 segundos). 

I 
El tipo de estímulo es detenninante para el desarrollo del kindling. Genernlmente se aplica un tren de I . . 
60 ~Hz, pero a estímulos mayores en frecuencia, también inducen el kindling (i.e.l50 Hz). Sin 

I 

embargo, trenes de estimulación de menor frecuencia (10 Hz o menos) con duración de un segundo 

no lon suficientes para su propagación (Goddard y col., 1969). Estímulos de larga duración (60s.) a 

int¿nsidades bajas (menor a 0.875 Hz) son capaces de generar kindling, con la característica de que 

se )equieren un menor número de estímulos (Caín y Corearan, 1981). 
I 

El Lervalo de aplicación de los estímulos, es también una variable importante en el establecimiento 
I 

del kindling. Pulsos de 1 ms a 60 Hz durante 1 s a intervalos de 1 día o más, inducen kindling. Sin 
I 

embargo, en animales estimulados a intervalos de 12 horas o menos (hasta 30 minutos) requiéren de 

un layor número de estímulos. Por otro lado, la administración continua de estímulos aplicados a 

intekalos menores de 20 minutos provoca una adaptación sin desarrollo de kindling (Goddard y , 
coL!, 1969; Racine 1972). 

I 

I 
I 

I 
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3.3.' Áreas de esfimulación: 

El kindling puede ser establecido en diferentes áreas del sistema límbico. Sin embargo, la región de 

esti~ulación no puede ser elegida indistintamente ya que el efecto kindling producido en cada 

eSP~cie será diferente (Goddard y col., 1969). En general, la estimulación más efectiva es la que se 

apliba en el sistema Iímblco. y en especial, en la amígdala del lóbulo temporal. También existen 

. dife~encias en el número 4~ estímulos diarios para establecer el kindling. Se ha descrito que existen 

zonls más susceptibles ~ara la obtención del kindling como son: corteza piriforme, amígdala e 
I . . 

hipocampo. En contraste, existen algunas áreas del cerebro que requieren de más estímulos diarios , , 
para generar crisis convulsivas generalizadas (Goddard, 1978; Tabla 1). 

REGION NUMERO DE ESTIMULOS 
AMIGDALA 15 

GLOBUS PALLlDUS 22 
CORTEZA PIRIFORME 24 
AREA OLFATORlA 29 
ZONA L1MBICA ANTERIOR 29 
CORTEZA ENTORINAL 37 
BULBO OLFATORIO 44 
AREASEPTAL 55 
AREA PREOPTlCA 63 
CAUDADO PUTAMEN 74 
HIPOCAMPO 77 

I 

I 

TabI1!. Número de estímulos requeridos para producir la primera crisis convulsiva generalizada en diferentes regiones 
1 

cereqraJes en rata (tomada de Goddard, 1969). 
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I 

3) Cambios conductuales: 

I 
I 

Los
1 

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

conductuales o electrográficos de acuerdo a su severidad. 

I 
La ~iguiente clasificación presenta las manifestaciones conductuales observadas en ratas, agrupadas 

, 

en fases de epileptización, que van progresando conforme se 'estimula eléctricamente al animal 

I - I ( . eXPfnmenta Racme, 1972). 

I 

Fase 1. Guiño del ojo ipsilateraL 
I 

Fase II. Guiño bilateral y movimientos faciales (masticación). 

Fas~ III. Movimientos de cabeza y faciales, sacudidas del perro mojado (WDS:Wet dog Shakes) y 

. 1 1 . d . b . 
mlO~ amas e mlero ros antenores. 

Fas~ IV. Mioclonias de los miembros anteriores y posición de canguro. 

Fase V. Levantamientos repetidos sobre las patas traseras, caída a suelo y CCG. 
I 

3.s. lcaracteristicas filogenéticas: 

La .!Pileptización por el método de kindling ha sido inducido en rana, ratón, rata, conejo, perro, gato, 

mo~o rhesus, gerbo y babuino (Morrell y Tsura, 1976; Rial y Gonzalez, 1978; Leech y Mclntyre, 
I 

1976; Goddard y col., 1969). 
I 
I 
I 

Sin embargo, el tiempo de estimulación de una estructura detenninada, requerido para provocar 

crisi~ generalizadas varía a lo largo de la escala filogenética (Wada y Osawa 1978). 

Inde~endientemente del sitio de estimulación empleado en mamíferos, el kindling ocurre más 
I 

rápidamente en la rata, seguido del gato, babuino y el mono, (datos mostrados en la tabla 2). También 
I 

se h~ observado que la severidad de las crisis varía con la especie, los gatos y los monos muestran 

con~lsiones más severas que las ratas. (Me Intyre, 1986, Racinc, 1972). 
I 
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I 

I ESPECIES OlAS 
I 

i 
ESTlMULACION AMIGDALINA 

I 

I 
Rata 8-12 

, 
I Galo 20-30 

I 
! Babuino 16-70 
I 

I , 
, 

Mono 150-200 
J 

I 
ESTIMULACION NEOCORTICAL ANTERIOR 

I , 
I Rata 35-40 

I 

I 
Gato 60-70 

, 
I Bahuino 300 

I , 

I 
Tabla 2 . Tiempo aproximado para el desarrollo del kindling en diferentes especies y áreas cerebrales. 

I 
( TTada de Joy, 1985) 

I 

3.6. Bases celulares del kindling: 

Se ha descartado que el fenómeno del kindling sea producto de daño en el tejido cerebral causado 
I 

por la implantación del electrodo de estimulación. Esto se comprobó al examinar con la tinción de 
I 

Nissl el tejido proveniente de animales que se implantaron con un electrodo, y no se encontró 
, 

dife~encia en el tejido entre los animales implantados que no recibieron estimulación y los que sí se 
J 

estimularon (Goddard y col., 1969). No se detectaron cambios morfológicos..debido al kindling en las 
I 
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I 
I 
I 
I 

células piramidales de la corteza de rata (Racine y coL, 1975). El tejido adyacente al electrodo de 
I . 

estirhulación contiene células piramidales que son normales en términos de tamaño, arborización 
I 

dendrítica y en el número y tamaño de espinas dendríticas. Más aún, Goddard y Douglas (1975) 

exruhinaron el tejido cercano a la zona de estimulación en la amígdala usando técnicas de 
I 

mic~oscopía electrónica y no encontraron efectos degenerativos debidos a la implantación del 
t 

elec¡trodo. Así, con estos antecedentes puede asegurarse que el efecto del kindling es el resultado de 

la a¿tivación neuronal y no de daño en el tejido, edema, gliosis u otros procesos biológicos causados 
I . 

por bsta manipulación (Goddard,1978). 

.. i i 

3.7.¡CambiOS funcionales, anatómicos y moleculares durante el kindling 

I 
El kindling produce una" serie de modificaciones a nivel molecular, morfológico y funcional en el 

sist~ma nervioso central, pero la fonnación hipocampal, particularmente el giro dentado, es 
I 

reconocida como un región donde ocurren muchas alteraciones relacionadas con este fenómeno , 
(M~dy Y col., 1990). Estas modificaciones ocurren a varios niveles, alteraciones en el metabolismo y 

niv~les de Zn++ (Buhl y col., 1996; McGinty y col., 1988), en la expresión de neurotrofinas y un 

incr~mento de fonna transitoria del rnRNA que codifica para el NGF y BNDF (Isackson y Gall, 

1989; Ernfors y col.,1991; Sato y col.,1996). Estudios anatómicos han mostrado que tanto l~ 
epil1psia humana como los modelos experimentales inducen un aumento en el número de 

I 
ramificaciones de las fibras musgosas, fenómeno conocido como "sprouting" (Babb y col.,1991; 

, 

Isokawa, y col., 1993; Represa y col., 1993; Cavazos y Sutula, 1990; Qiao y Nocbels, 1993). Otros 
I 

cambios comprenden modificaciones en el contenido y liberación de péptidos opiodes (Vindrola y 
I • 

coL! 1981; Talavera y col., 1989), la inducción de genes tempranos (Dragunow y Robertson, 1988), 
I 

la regulación y transcripción de genes de péptidos opiodes y factores de transcripción (przewlocki y 

cod 1995), cambios en la homeostasis del Ca++ y de flujos iónicos (Mody y Soltesz, 1993; Mody, y 
I 

col.! 1 994) y un incremento en la expresión de la GAD (Lehman y col,.1996). Se han observado 
I 

alteraciones en la expresión de los receptores metabotrópicos al glulamato del grupo 1 en el 
I 

hipocampo (Akbar y col., 1996). También se presenta una disminución del número de interneuronas 
! 

GABAérgicas del hilus como consecuencia de la estimulación (Sloviter y col., 1987). 

I 
I 

I 

I 

I 
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, 

Re~ientemente, por medio de técnicas electrofisiológicas se emostró que las crisis convulsivas 
. I 

producidas por kindling amigdalino o por administración de PTZ inducen transmisión GABAérgica 
I 

y glutarnatérgica simultánea de las células granulares sobre sus células blanco (Gutiérrez, 2000; , 
GLitiérrez y Heinemann, 2001; (Figura 3). Lo cual apoya fuertemente. la posibilidad de que las 

I 
células granulares coliberen glutamato y GABA. 

I 
I 
I 

I 

I 
I , 
I 

t~ 

Post crisis 

B NBQX+5APV 

t 

I 
Figura 3. A. Respuestas sinápticas de una célula piramidal evocada por la estimulación del giro dentado, en situación 
controL B. Los potenciales sinápticos son bloqueados por la perfusión de antagonistas a receptores al glutamato(GtuRA's 
erl preparaciones control. En preparaciones de animales que se les indujo una crisis convulsiva por Pentilenetetrazol (C) o 
eri animales que fueron sometidos a un proceso de epileptización conocido como kindling (D) y tras la perfusión de 
dluRA's se aisla un potencial inhibitorio rápido de corta latencia (modificado de Gutiérrez, 2000) 
I . 

(~) artefacto de estimulación 
I 
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4,1. JUSTIFICACIÓN 

\ 

L~S células granulares del giro dentado del hipocampo son glutamatérgicas, sin embargo, contienen 
I 

GI\D, enzima limitante para la síntesis de GABA (Sloviter y col., 1996; Lehmann y col., 1995; 

Skdler y Smith 1991). Además, después de crisis convulsivas se ha observado un incremento de la 

eJpresión de GAD (Sloviter y col., 1996; Lehman y col., 1995; Schwarzer y Sperk, 1995) y la 

ap1arición de transmisión s¡multánea de GABA y glutamato en la sinapsis del giro dentado y células 

pi)amidales de CA3 (Gutlérrez, 2000; Gutiérrez y Heinneman, 2001). A partir de estas evidencias, se 

hal propuesto la hipótesis de qU,e la células granulares del giro dentado pueden coliberar GABA y 

glutamato después de la mducclOo de CrISIS convulSIVas por el modelo de kmdlmg. Sm embargo, una 

solk crisis también induce la liberación simultánea de estos aminoácidos y no se sabe si una sola 

criJis es capaz de inducir un incremento de GAD. Al mismo tiempo la estimulación in vi/ro, que 

pro~uce una potenciación, pero no crisis convulsivas, también induce la liberación simultánea. Con 

bas~ en esto, si la liberación simultánea de GABA y glutamato depende de la excitabilidad y si es 

cieJo que la sÍntesís de GABA también depende de ésta, deberemos observar que la GAD se regula 
1 

por la excitabilidad, independientemente de la presencia de crisis, 

\ 
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I 
1 ' ,4,2, HIPOTESIS 

i 
I 
La transmisión GABAérgica y'glutamatérgica simultánea en la sinapsis de las fibras musgosas del 

kiro dentado y las células piramidales de la zona CA3 del hipocampo, inducida por crisis convulsivas 

b por estimulación repetitiva no epileptogénica in vi/ro, deberá coincidir con un aumento en la 

~xpresión de GAD en las células granulares del giro dentado. 

\ . r' OBJETIVO GENERAL 

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

¡dmunohistOQUímicas y su correlato con los hallazgos electrofisiológicos . 

•. \. 0"'''''0' ",,,ct,,co' 

- Analizar la expresión de GAD en animales normales 
I , 

- Analizar la expresión de GAD en animales epileptizados por el método de kindling 1 y 30 días 

d i, d 1 'l· .. 
e~pues e a u tima CriSIS. , 

- Qeterminar la expresión de GAD en animales a los que se les indujo una crisis aguda por 

adrhinistración de pentilenetetrazol. 

- 1nalizar la expresión de GAD en rebanadas de hipocampo estimuladas a alta frecuencia. 

I 

I 
I 
I 

I 
I 

I 
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I • 

Capítulo V. MATERIAL y METODO 

Se Jalizaron expenmentos de inmunocitoquímica a la GAD67 en tejido de ratas Wistar. Se 

utililon 15' ratas macho de 250 a 300g de peso, mantenidas en condiciones controladas de 
i 

temperatura y luz, con agua y alimento sin restricción. 

I 
I 

5.1. Procedi~ieDto para el método de epileptización, kindling 

P I.. ... '. 
reparaclOn gUlrurg¡ca .' . 

" 'Los brnales fueron ane'~tesiados con ketamina (70 rng/kg). La rata se colocó en un aparato 
I : 

estereotáxico (Kopf) y se implantó un electrodo bipolar de acero inoxidable en el núcleo baso lateral 

de 11 amígdala izquierda del lóbulo temporal (coordenadas AP 2.5; L 5; H 8.5; atlas de Paxinos y 

WatJon, 1996). El elect;odo se fijó al cráneo con acrílico dental. Una vez concluida la cirugía, las 
I 

ratas l se sometieron a un periodo de recuperación de una semana con administración de antibióticos 

(for~izina 0.1 mI IOOOUI, Lp. y terramicina 20 rnglkg v.o.) para evitar infecciones. 

P 11 d . 1 .. l' . cotoco o e esttmu actOn e ectnea 

TraJscurrido el periodo posoperatorio, se fijó el umbral de estimulación eléctrica que se define como 

'la iniensidad mínima de estimulación que puede provocar una postdescarga e1ectroencefalográfica en 
I 

la estructura cerebral estimulada y cambios conductuales observables que pueden ser: inmovilidad o 
I 

cierr'e del ojo ipsilateral (guiño). A partir del día siguiente, los animales se estimularon diariamente 
I 

con la intensidad umbral determinada para cada uno (ca 500~) con un tren de pulsos rectangulares 

de 11 ms de duración durante un segundo a 60 Hz. Los cambios conductuales producidos por la 

estimulación diaria, a lo largo del proceso, se evaluaron según la escala conductual descrita por 
I . 

Racine 1972. Los animales epileptizados por el método de kindling fueron estimulados hasta obtener 
1 

5 crisis convulsivas generalizadas (CCO). 
I 
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5.21 Crisis agudas provocadas por pentilenetetrazol , 

Se ~dministró el agente convulsivante p~ntilenetetrazol (PTZ) en una inyección únic~ (60mg/kg Lp.). , 
Es~o produce una crisis convulsiva generalizada de alrededor de 2 minutos de duración. Los animales 

sorhetidos a este procedimiento se sacrificaron 2 o 24 horas después de la crisis convulsiva. 

I 
I 

5.3. Grupos experimentales: 

I 
pJa su estudio los animales fueron separados de la siguiente forma: 

1 
1) Grupo control-!: 2 ratas que no fueron implantadas y que no recibieron ningún tratamiento. 

I 

i 
2) Grupo control-U: 2 ratas implantadas con un electrodo de estimulación en la amígdala izquierda, 

qub no fueron estimuladas. 

I 
I 

3) 'Grupo kindling-I: 4 ratas que se implantaron con un electrodo en amígdala izquierda y que se 
I 

estimularon hasta generar cinco crisis generalizadas. Los experimentos inmunohistoquímicos se 
I . , 

re~lizaron y se procesaron 24 horas después de la ultima crisis. 

I 
4) Grupo kindling-U: 3 ratas que se implantaron con un electrodo y que se estimularon hasta generar 

cidco crisis generalizadas. Los experimentos inmunohistoquímicos se realizaron 30 días después de 
I 

la ultima crisis. 

I 
I 

5) ;Grupo PTZ: 4 ratas a las que se les produjo una crisis convulsiva generalizada única con una 

inyección de pentilenetetrazol (PTZ). Los experimentos inmunohistoquímicos se realizaron 2 horas 

(2
I
rata5) y 24 horas (2 ratas) después de la crisis 
I 

FJalmente se realizaron experimentos inmunohistoquímicos en 3 rebanadas combinadas de corte:z.a , 
entorrinal-hipocampo a las que se les sometió a un protocolo de estimulación eléctrica in vi/ro. Este , 
pr¿tocolo indujo potenciación a largo plazo de las respuestas sinápticas sin evocar actividad 

, , 
I n 
I 
I 
I 
I 

I 



-- --- --------------------

I 
epileptifonne. Este consistió en 12 estimulaciones de la vía perforante, con un intervalo de 15 

I . 
minutos entre ellas. Cada estimulación consistió en tres trenes de 1 s de duración con pulsos de 

I 
0.1 ¡S de duración a 100 Hz con un intervalo de I minuto entre ellos. 

I 
5.4.1 Preparación del tejido para los estudios inmunohistoquímicos. 

I 
LoJ animales fueron anestesiados con una dosis de pentoharbital sódico (Anestesal50 mg/kg Lp.) y 

se Jerfundieron vía intr~6ardíaca con 25 mI de buffer fosfatos 0.1 M (pH 7.4) Y heparina (Lab Piza 
, 

600~Ulitro de solución), y posteriormente con 500ml de paraformaldehído 4% en buffer de fosfatos 
I 

O.IIM pH 7.4 a 4°C. Po~teriormente se extrajeron los cerebros y se colocaron en 20 mi de la solución 

fij~dora durante dos horas y después se trasladaron a una solución de sacarosa al 30% en buffer de 
I 

fosfatos, para su crioprotección en donde permanecieron por 36 horas a 4 oc. 
I 
I 

Lo~ cortes se obtuvieron en un microtomo de deslizamiento (Jung Histoslide 2000R. Leica.) el 

ceJebro se colocó en posición antero-posterior sobre la base de hielo y se congeló a -20°C. Se 

redlizaron cortes coronales de 30 11m de grosor, y se colectaron en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. 
I 

I 
5.5. Inmunohistoquímica para la GAD 

I 
I 

LJ inmunohistoquímica contra la GAD67 se realizó por libre flotación. Se lavaron los cortes durante 
I 

15 minutos en PBS, posterionnente se incubaron en una solución de 0.3%, de HzOz en PBS para 

blbquear la actividad de la peroxidasa endógena durante 10 minutos (excepto para las rebanadas 

cdmbinadas de corteza entorrinal-hipocampo que fueron incubadas 5 minutos más). Se lavaron 3 
, 

v~ces durante 10 minutos con PBS y después se incubaron en la solución de bloqueo (10% de suero 
I 

n¿rmal de caballo, 1% de gelatina y 0.3 %'de triton x-lOO). Posteriormente, se incubaron con el 
I 

alhicuerpo polielonal a una dilución 1:1000 (en los animales con kindling el título del anlicuerpo 

i 
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I 
I 
I 

fue 1:1500; Chemicon No. Cat. AB 108) en PBS y 5% de suero, durante 36 horas a 4°C con 
I . 

agitación constante. Se lavaron los cortes 4 veces durante 10 minutos y después se incubaron con el 
I . 

seg¿ndo anticuerpo anticonejo IgG biotinilado (Amersham Pharmacia Biotech RPN 1004) en una 
, 

dil~ción 1 :800. Se lavaron los cortes 4 veces por 10 minutos y se procesaron con el Kit ABe 

(V~ctastain, Vector, Labs.) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron los cortes 4 veces por 

1 O ~inutos y se reveló (se utilizó como substrato H202 y como cromógeno diamonobenzidina). La 

solhción de revelado consistió en diaminobenzidina (DAB 10 mg /25 mi PBS 10 mM) Y sulfato de 
I 

niquel (30%) y los cortes se incubaron por 10 minutos (excepto las rebanadas combinadas de 
I 

corteza-hipocampo que sólo fueron incubadas la mitad del tiempo). La reacción enzimática se detuvo 
I 

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

reSiOa entellan (Merck). 

I 
I 

5.6. Análisis histológico: , 

rls cortes se analizaron con un microscopio invertido (Axiovert-l 00 Zeiss). La inmunorreactividad 
I . 

de la GAD se observa como una marca obscura que destaca del fondo blanco en las diversas zonas 

dkl hipocampo. Los resultados se ilustran con fotomicrografias obtenidas a diversos aumentos 
I 

(indicados en la sección de resultados, según corresponda), con una cámara fotográfica Me 80 DX. 
I 

I , 
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I 
Capítulo VI. RESULTADOS 

\ . 

En to~os los experimentos se procesó al paralelo tejido que no fue incubado con anticuerpo primario 

I 
ó sed.mdario, para demostrar la especificidad de la innuUlotinción. Los resultados obtenidos al 

realilla inmunohistoquímica de GAD67 en las diferent~s condiciones de hiperexcitación fueron 

l . . \ . . 
os SI¡Ulentes: 

6.1. Grupo Control: 

I 
Los relultados ~e ratas controles y las que fueron implantadas, pero no estimuladas, se expresan 

I . 
dentro\de un mismo grupo, denominado control, debido a que al analizarlas no se ob~ervó ninguna 

difereJcia. En este grupo (Figura 1) se observó irununotinción en interneuronas inhibitorias y células 
I 

en caAasta en la hase del giro dentado y sólo algunas células granulares presentaron 

inmunlrreactividad para la GAD67 en estas condiciones (Figura 2).También se detectó 
I 

inmun¿rreactividad, en las fibras musgosas. Como era de esperarse, no se observó inmunotinción en 

las célJlas piramidales de la zona de CAl. 

30 
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Figura 1. Corte coronal del hipocampo obtenido de una rata control donde se muestra la 
I . 
I ' 

inrmmotinción con GAD67. Nótese la marca de GAD67 en las intemeuronas, tanto de la base como 
I 

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

1 
IOOflm. 

\ 

1 ....•. .. ..... '. 

FigJ 2. Fotomicrografia donde se muestra ~l· giro dentado (GO) de una rata control e hilus (H). 

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

se dete1tó tinción en algunas intemeuronas de la base del giro dentado y del hilus. Equivalencia de la 

I 
barra: 20¡tm. 

\ 
I 

I 
1 

I 
1 
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1 
1 

1 

1 

1 
1 

I 

6.2: Crisis única inducida por pentilenetetrazol (PTZ). 
I 

C~do se generó una sola crisis aguda por inyección de PTZ, no se incrementa la 
I 

inm'unorreactividad de GAD67 en el giro dentado, pero sí en las fibras musgosas (Figura 3 ).Además, 

las ~élUlas en canasta que se localizan entre la base del giro dentado y la capa polimórfica se 
I 

observan más densamente marcadas (Figura 4). 
I 

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

I 

que prJsentó un sola crisis y que fue procesada 2 horas después de la crisis. La barra equivale a IDO 
1 

Jlm. I 

\ 

I 
I 

1 , 
I 
1 

I 
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Figura 4. Esta fotografía es un acercamiento del giro dentado (GD) de la figura anterior, en la que se 

I .. d . .. . I ·1 I I . d I hil muestra un Incremento e mmunotmclon en as ce u as en canasta y en as mtemeuronas e us 

I 
(H). Sin embargo la falta de tinción del giro dentado es similar a las condiciones control. La barra 

eqLvale a 20flm. 
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I 

6.3. Grupo epileptizado por el método de kindling y procesado 24 boras después 

\ 
Eri los animales que fueron estimulados hasta generar 5 crisis convulsivas y que se procesaron un día 

delpués de la última crisis, se observó una marcada inmunorreactividad en el giro dentado y en las 
I 

fib'ras musgosas figura 5. Los somas de las células granulares muestran una alta inmunorreactividad. 

I 
figura 6. 

I 
I 

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

proveliente de una rata epileptizada por el método de kindling y que se procesó 24 horas después de 
I . 

la última crisis. En esta fotografia se muestra una densa inmunotinción tanto en las células granulares 

I 
como r sus axones. La barra equivale a IOO¡tm. 
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1 

1 

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

capl granular con inmunorreactividad y algunas células marcadas en el hilus. La barra equivale a 

I 20flm. . 

I 

I 
I 
I 

I 
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6.4. Animales epileptizados por el método de kindling, y procesados 30 días después de la 
I 

última crisis. , 
I 

En' los animales que se dejaron de estimular durante un mes, no se presentó un incremento en la 
I 

expresión de la GAD67 en las células granulares del giro dentado. Sin embargo, algunas células 
, 

grJnulares e intemeuronas son inmunorreactivas. Por el contrario, las fibras musgosas conservan una , 

alta inmunorreactividad (Figura 7). En la figura 8 se muestra un acercamiento del giro dentado y no 
I 
I 

se observa inmunotinción en los somas de las células granulares. 

I 

I ." 

Fi~ura 7. Fotomicrografia donde se muestra un cone de hipocampo de rata que se epileptizó por el 
, 

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

un bes. En estas condiciones se observó que las células granulares, al igual que en el grupo control, 

no ~resentan inmunorreactividad a GAD67. Por el contrario, las fibras musgosas están claramente 

I 
marcadas. La barra equivale a 100 J1m. , 
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Fi~ura 8. Acercamiento del giro dentado, un mes después de la última crisis. Nótese que no se , 
observa marca de GAD67 excepto en algunas células granulares, e intemeuronas. La 4arra equivale 

I 
a 70 ~m. 

t 
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6.5. Rebanadas de hipocampo estimuladas a alta frecuencia. 
I 
~ebanadas combinadas de corteza entorrinal-hipocampo provenientes de la misma rata y perfundidas 

I 
en la misma cámara de registro fueron procesadas al mismo tiempo. Una de cada par fue estimulada 
I 

r la otra se utilizó como control. Se observó que en las rebanadas estimuladas a alta frecuencia 

I 
~urante 3 horas, en las que se comprobó electrofisiológicamente la inducción de transmisión 

~lutamatérgiCa y GABAérgica simultánea, se indujo la expresión de GAD67 en el giro dentado y en 

r 

las fibras musgosas (Figura 9). 

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

'dentado en una rebanada control (lado izquierdo) y otra que fue estimulada a alta frecuencia con un 
I 

Iprotocolo tipo L TP (lado derecho). Nótese la densa inmunorreactividad en el giro dentado de la 
I 

Irebanada que fue estimulada. La barra equivale 20 llffi. 

I 
I 
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I 
I 

DISCUSIÓN 
I , 

L~S resultados obtenidos en este trabajo de tesis concuerdan con los reportes previos que muestran la 
I 

p~esencia de GAD en las células granulares de ratas normales (Sloviter y col.,1996; Lehmann y 
, 

col.,1996). La presencia de esta enzima no había sido explicada y se pensaba que podía tener una 

rJnción neurotrófica. Reportes posteriores mostraron que la síntesis de esta enzima se incrementaba 

d~spués de crisis convulsivas provocadas por la estirnulación eléctrica continua de la vía perforante y 

pbr inyección de ácido kaínico (Sloviter y col., 1996; Schwarzer y Sperk 1995; Lehmann y col., 
I , 

1996). Estas evidencias permitieron sugerir que las células granulares eran capaces de sintetizar y, 
I ' 

erntualmente, liberar GABA. 

Esto no fue corroborado sino hasta que, por medio de técnicas electrofisiológicas, Gutiérrez (2000) y 
I 

Gutiérrez y Heinemann, (2001) demuestraron que las crisis convulsivas inducen liberación 
I 

simultánea de GABA y glutarnato en la sinapsis fibras musgosas-CA3. Esta liberación es transitoria, 
I 

Yies paralela a la síntesis transitoria de la GAD. 

I 
Si bien estos resultados se obtuvieron después de inducir un estado epiléptico, Gutiérrez (2000) 
I , 

demostró que una sola crisis era capaz de inducir la liberación simultánea de ambos aminoácidos. A 

p1artir de estos resultados, resultaba importante detenninar si la causa de la sobreexpresión de'GAD 

eh esta sinapsis era debida a un proceso de epileptización o si la presencia de crisis convulsivas 
, 

~eneralizadas aisladas es suficiente para inducir la sobreexpresión de la GAD. 

Ls resultados de este trabajo indican que el patrón regional de expresión de la GAD depende del 
I 

tiempo que el sistema está sujeto a un estado de hiperexcitabilidad. Así, después de una crisis 

c~nvulsiva generalizada no se incrementa la inmunorreactividad a esta enzima en el giro dentado, en 

lbs somas de las células granulares, pero sí en sus axones. Al parecer, una sola crisis no es capaz de , 
p'roducir un incremento de la enzima en los somas, pero si de su mRNA, ya que previamente había 

sido descrito que una sola crisis provocada por ácido kaínico incrementa transitoriamente el rnRNA 
I 
i 
I 
i 
I 
I 

I 

I 
, 
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.que codifica para la GAD67 en el giro dentado (Schwarzer y Sperk, 1995). Esto sugiere que el 
I . 
'mRNA presente es traduccionalmente suprimido. Sin embargo, nosotros encontramos que después de 
I 

una sola crisis sí se observa un incremento en la inmunorreactividad en las intemeuronas conocidas 

como células en canasta que se localizan en la base del giro dentado, esto coincide con el aumento 

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

I . 
IPor otro lado, la estimulación in vi/ro de la vía perforante durante 3 horas, que no genera actividad 

!epiléptica, induce un incremento significativo de la expresión de la GAD en el giro dentado. Esta 
I 

:expresión coincide con la detección de transmisión GABAérgica y glutamatérgica simultánea 

/

(Gutiérrez, 2001 enviado a publicación). A diferencia de aquellos ensayos con PTZ, en los que se 

muestra una expresión de la GAD localizada en las terminales, en estos experimentos se observó 

incremento de la inmunorreactividad a la GAD tanto en giro dentado como en las fibras musgosas. 

Estos resultados están de acuerdo con la hipótesis de que la expresión diferencial de GAD67 en giro 
I 
!dentado y en fibras musgosas depende del tiempo en el cual el sistema es sometido a periodos de 

¡lhiPerexcitación, donde la presencia repetida de crisis convulsivas (kindling) o la estimulación in 

I vi/ro por tres horas ~nduce la presencia de GAD en el giro dentado, mientras que cnsis aisladas lo 

hacen en las terminales. 

I 

I El incremento transitorio en el giro dentado de las dos isoformas de la GAD por la estimulación de la 

)

' vía perforante in vivo durante 24 horas ya había sido descrita (Sloviter y col., 1996). Por otro lado, 

el potencial inhibitorio producido en las células piramidales al estimular el giro dentado en presencia 

I de bloqueadores de la transmisión glutamatérgica también es transitorio. Esto se demostró al 

: estimular de la misma manera al giro dentado un mes después de la última crisis generada por el 

¡ kindling. En estas condiciones, el potencial postsináptico inhibitorio ya no puede ser evocado. Esto 

I coincide con la desaparición de la inmunorreactividad para GAD67 en la misma región. 

I 

I 
I 
I 
I 
I , 
I 
I 
I 
I 

I 
I 
! 
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1 
I 
I 

Con estas evidencias podemos proponer que al presentarse un periodo de hiperexcitación en este 

¡sistema, surge la necesidad de utilizar las reservas de GAD existente, pero, si las condiciones de 
I 

hiperexcitabilidad permanecen o se incrementan, se necesitará mayor cantidad de esta enzima por lo 
I 
'que el giro dentado comenzará a sintetizarla. Estos datos están de acuerdo con las evidencias que 
I . 

muestran la inducción de co-transmisión glutamatérgica y GABAérgica de las fibras musgosas en: a) 

~imales que presentaron una sola cri;¡s, y que no mostraron un incremento de esta enzima en el giro , 
~dentado. pero sí en las fibras musgosas; b) animales sometidos a hiperexcitación constante (kindling), 

Ique presentaron inmunorreactividad tanto en giro dentado como en fibras musgosas y c) 

ipreparaciones estimuladits por tres horas in vi/ro, que también muestran irununorreactividad en giro 
I ! 
dentado y en sus prolongaciones. 
I 

I 
lUna interrogante que tiene que explorarse aún es el hecho de que la aparición de ca-transmisión de 
I 

:GABA y glutamata coincide con un incremento de la irununoreactividad de GAD67 en las fibras 
1 

'musgosas cuando se sabe que la síntesis de GABA no es realizada exclusivamente por la GAD67. 
I 

Ue hecho, es de esperarse que la isoforma que se incremente sea la GAD65 que se ha asociado con la 

Isíntesis de GABA en la sinapsis (Martin y Rimvall, 1993). 
I 

I 
:La presencia de las dos isoformas de la GAD (65, 67) Y el GABA en condiciones normales en las 

'células granulares (Sloviter y col., 1996; Sandler y Smith 1991), Y los registros obtenidos por medio 
1 

:de la técnica de fijación de voltaje que han revelado una respuesta GABAérgica monosináptica en 
1 

'CA3 a laestimulación de las fibras musgosas (Walker y col., 2001) indican que el hecho de que no se 
I . 
;observe la transmisión GABAérgica en las células piramidales después de bloquear la transmisión 

'glutamatérgica, sugieren que el incremento de la GAD y, consecuentemente del GASA después del 
I 

;kindling, son condiciones necesarias para que la neurotransmisión inhibitoria sea evidente. 

I 
I 
:Los hallazgos presentados en este trabajo corroboran reportes previos que muestran que las células 

Igranulares del giro dentado son capaces de sintetizar GAD67 en respuesta a periodos de 
I 

hiperexcitabilidad ( Sloviter y col., 1996; Lehmann y col., 1996) y los extienden al detenninarque el 
I 

I 

1 
I 
I 

I 
I 
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, 
I 

pLón regional de esta síntesis dependede la actividad y finalmente, hemos correlacionado éstos con 
I 

hallazgos.electrofisiológicos. Estos últimos demuestran que la cotransmisión de GASA y glutamato 
I 

se presenta al aumentar la síntesis de GAD. En un trabajo reciente de nuestro laboratorio (Gómez
I 

Uira y col., 2001), hemos demostrado que este incremento de la síntesis de GAD va aunado al 
I 

incremento de la concentración de GABA en las terminales de las fibras musgosas. Por último, , 
recientemente se determinó que el rnRNA que codifica para el transportador vesicular de GABA 
I 

(YGA T) está presente en las células granulares y en sus axones y que su expresión es dependiente de 

I~ actividad del sistema (Lamas, y col.,200l). Estas evidencias, en conjunto, demuestran que las 

~élulas granulares a pesar; de ~er glutamatérgicas, poseen la maquinaria enzimática necesaria para la 

síntesis, vesiculación y liberación de GABA. 

I 
I 

Nuestros hallazgos ponen en evidencia que la expresión de GAD67 en las células granulares se 
, 

presenta en función del incremento de la excitación del sistema. A su vez, la presencia de transmisión 
I 

$lutamatérgica y GABAérgica simultánea de las fibras musgosas, después de la inducción de crisis 

¿onvulsivas generalizadas o de potenciación de la transmisión sináptica, nos permiten proponer que , 
la respuesta GABAérgica emerge posiblemente como un mecanismo compensatorio para prevenir la 
I 

generación o generalización de la hiperexcitabilidad en el hipocampo evitando que sea transmitida a 
i . 

rras estructuras. 
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