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1.- PREFACIO

La regidon septal es una estructura del cerebro basal anterior que
regula la excitabilidad de amplias zonas de neocorteza e hipocampo y
participa en la modulacién de algunos estados funcionales como es el ritmo
theta hipocampal, el cual esta implicado directamente en algunos procesos
cognitivos cerebrales (Yoder RM, Pang KC,2005), como es el aprendizaje y
la memoria (Winson, 1978;Jaffard y Meunier, 1993; Xu et al., 2004).

Esta region del cerebro posee dos poblaciones principales de
neuronas: Colinérgicas y GABAérgicas. Ambas poblaciones proyectan al
hipocampo (Jakab y Leranth, 1995; Alreja et al., 2000).

El estudio de las conexiones septo-hipocampales siempre ha sido de
gran interés, conociéndose desde hace tiempo la presencia del
neurotransmisor acetilcolina en los diferentes grupos celulares septales que
proyectan a hipocampo (Chandler,1983;Butcher et al.,1989; Mesulam,
1990).Se sabe ademas que el 50-70% de estas neuronas llamadas
colinérgicas se proyectan al hipocampo (Amaral,1985;Senut et
al.,1989;Linke et al.,1994;Chrobak et al., 2000).

Hasta hace poco se consideraba que la proyeccion
septohipocampica no colinérgica del septum era exclusivamente
GABAergica y constituia el 30% de total (Kohler et al., 1984; Onteniente et
al., 1987; Linke et al., 1994; Chrobak et al.,2000).

Durante los ultimos afos se ha sugerido la existencia de un tercer
grupo neuronal septal que usa glutamato como neurotransmisor (Gonzalo-
Ruiz y Morte, 2000; Manns et al., 2003; Kiss et al., 2002). Este grupo
contiene neuronas que se proyectan al hipocampo. Algunos trabajos
sugieren que la poblacion de neuronas glutamatérgicas septales puede

influenciar el ritmo theta hipocampal, y a través de esta accion, participar en
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diversas funciones hipocampicas (Leung, 2004). Las neuronas septales
glutamatérgicas podrian participar en forma importante en patologias, como
la epilepsia y la enfermedad de Alzheimer (Bell y Coello, 2006; Garrido et al.,
2006).

El descubrimiento de que las neuronas colinérgicas estan afectadas
por el envejecimiento y sufren una degeneracién temprana en la enfermedad
de Alzheimer (Whitehouse et al.,1982; Mufson et al., 1989; Arendt et
al.,1995; Dringenberg,2000) ha motivado un intenso estudio de sus
caracteristicas anatomofisiolégicas, asi como de su vulnerabilidad durante
en el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas. En contraste
con este grupo neuronal que presenta atrofia y deterioro en la enfermedad
de Alzheimer el grupo de neuronas GABAérgicas septales no presenta
cambios tempranos durante el envejecimiento (Krzywkowsky et al., 1995;
Harkany et al., 1995; Colom et al., 2008). Ademas debemos considerar que
la teoria colinérgica de la enfermedad de Alzheimer, debe ser sustituida por
otra teoria donde se establezca la participacién de otros neurotransmisores
(Dringergerberg, 2000; Francis, 2005).

Los distintos grupos neuronales septales proyectan a grupos
especificos de neuronas hipocampicas. En este sentido, las neuronas
colinérgicas septales inervan a las neuronas piramidales e interneuronas
hipocampicas (Frotscher y Leranth, 1985). A diferencia de Ilas neuronas
GABAérgicas septales (Kohler et al., 1984) que inervan exclusivamente a las
interneuronas GABAérgicas del hipocampo (Freund and Antal, 1988; Jakab
y Leranth .1995; Gritti et al., 1997).

El presente trabajo se enfoca en realizar estudios de las poblaciones
neuronales septales, en particular en la poblacion glutamatérgica septal y su
proyeccion septohipocampica, lo cual representa, hasta hoy, un grupo

neuronal septal apenas descrito y estudiado.
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2. INTRODUCCION.

2.1. El hipocampo.

a) Anatomia del hipocampo.

La formacién hipocampica es una parte filogenéticamente antigua de
la corteza que durante el desarrollo es desplazada desde la superficie al
interior del cerebro. En los mamiferos inferiores, como los roedores y felinos,
se curva debajo de la neocorteza del I6bulo temporal (ejemplo: la corteza
entorrinal) o debajo de la neocorteza de los Iébulos occipital, parietal y
temporal (ejemplo: hipocampo propio, giro dentado —-GD- y complejo
subicular). En los primates toda la formacion hipocampica esta restringida al

I6bulo temporal (Squire et al., 2004)

La formacion hipocampica consta de cuatro partes principales: 1) el
area entorrinal (entorhinalis), 2) el complejo subicular (subiculum,
presubiculum, postsubiculum y parasubiculum), 3) el hipocampo propio o

cuerno de Ammon (Cornu Ammonis, CA) y 4) el GD (gyrus dentatus).

El término hipocampo se usa para referirse al hipocampo propio (CA)
y al GD, y fue creado debido a la semejanza que muestran dichas areas con
el caballito de mar (hippo-campus en griego) en cortes histolégicos. El
cuerno de Ammon ha sido dividido en cuatro subregiones por Lorente de N6
(1934): CA1, CA2, CA3 y CA4. CA1 es equivalente a la region superior y
CA3 a la region inferior. CA2 es un area pequefa de transicién entre CA1 'y
CA3. Es todavia motivo de debate si CA4 pertenece al hipocampo propio,
como originalmente penso Lorente de N6, o al GD. Amaral (1978) reconoce
CA4 y la parte mas medial de CA3 como parte del del GD y no del cuerno
de Ammon. Por lo tanto se denomina a CA4 como la region hilar del GD o

simplemente hilus. (Figura 2.1)
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En contraste con la neocorteza el hipocampo es una estructura
relativamente simple. Estd compuesta de dos tipos celulares principales (las
células piramidales granulosas) distribuidas en capas discretas, con

aferencias y eferencias altamente organizadas en forma laminar (Figura 2.1).

Figura 2.1. Tincion de Nissl, de un corte histologico de cerebro de rata,
representando el hipocampo y sus regiones principales: CA1, CA3 y Giro
dentado DG.

La célula mas abundante en CA1, CA2 y CA3 es la célula piramidal.
Estas se ubican en paralelo y sus cuerpos celulares se disponen formando
una capa definida: el estrato piramidal (stratum pyramidale). La célula
principal en el giro dentado es la célula granulosa, la cual se ubica en un
plano paralelo. La distribucion de estas células del hipocampo forman vias
entre si, la cual, la principal via de paso a través del hipocampo consiste en

un circuito trisinaptico.(Figura 2.2)
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Figura 2.2.

Circuito trisinaptico del hipocampo, compuesto de las celulas del giro
dentado, CA3 y CA1 y sus interconexiones (Amaral y Witter, 1995).

Si bien este circuito trisinaptico ha sido bien estudiado (Swanson, 1978;
Witter, 1989), la funcion de los distintos tipos neuronales en el

procesamiento de informacién hipocampica no ha sido aun determinada.

La primera conexion sinaptica esta formada entre la corteza entorrinal
y Giro dentado (capa granulosa). De aqui se proyecta a las células
piramidales de CA3 y son aferencias glutamatérgicas. A este primer circuito

se le llama via perforante (Perforant pathway).

La segunda conexion es entre giro dentado (Células granulosas) y
CA3 (células piramidales a este sistema se le llama conexidn musgosa

(Mossy fibers system).
La tercera conexion los axones de CA3 (Células piramidales) forman

conexion con las dendritas de CA1. A esto se le llama sistema de colaterales

de Schaffer (Schaffer collaterals system, Figura 2.2)
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Aunque el circuito trisinaptico es el principal circuito del hipocampo,
existen otras conexiones, por ejemplo, entre corteza entorrinal y CA1 y
subiculum, otras entre hipocampo y septum, via septohipocampal (via
fimbria), conexiones entre locus coeruleus, nucleos de rafe, conexiones de
los nucleos supramamilares, conexiones de area tegmental ventral y
sustancia negra (Dutar,1995).

Estas grandes interconexiones del hipocampo, le permiten sicronizar la

excitacion e inhibicion de las células piramidales.

Las dos principales aferencias al hipocampo provienen de la corteza
entorrinal y de la parte medial del complejo septal (septum medial). Estas
dos proyecciones difieren entre ellas en varios aspectos significativos. Las
neuronas del sistema septohipocampal son grandes y estan localizadas en
el cerebro basal anterior, especificamente en la regién medial septal y la
banda diagonal de Broca (BDB). La mayoria de las neuronas septales se
proyectan principalmente al hipocampo ipsilateral, aunque algunas se
proyectan hacia el lado opuesto (Peterson, 1989; Dutar, 1995) y son fibras
colinérgicas y GABAérgicas (Linke,1994). Las aferencias colinérgicas llevan
impulsos modulatorios a las células piramidales y a las interneuronas
GABAérgicos del hipocampo (Weiner et al., 1985; Frotscher y Leranth,
1985). Las neuronas GABAérgicas se proyectan hacia las interneuronas
GABAérgicas del hipocampo, y esto produce una desinhibicibn masiva de
las células piramidales, (Freund y Antal ,1988; Gulyas, 2003).

Las conexiones provenientes de corteza entorrinal, se originan en la
capa dos de esta estructura y proyectan hacia CA3 y CA1 y tienen una
organizacion topografica definida, ademas las fibras son pequefias y son de

caracter glutamatérgico (Colbert y Levy, 1992).

b) Funcién del hipocampo.

Durante la primera mitad del siglo se pensé que la formacion

hipocampica estaba relacionada primariamente con el olfato, razén por la que
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se llamé Rinencéfalo o cerebro olfatorio. Pocas evidencias apoyaron este
punto de vista ya que animales andsmicos podian tener un desarrollo del
hipocampo normal. Papez (1937) propuso que la formacién hipocampica y
sus conexiones con los cuerpos mamilares, nucleos talamicos y corteza
cingular, constituian un circuito neural responsable de las experiencias
emocionales y la respuesta a las mismas. (Teoria de Papez). Después se
interpreté que el papel modulador en la experiencia emocional estaba mas

relacionado con el complejo amigdaloide que con la formacion hipocampica.

Hoy se acepta ampliamente que la funcién del hipocampo esta
relacionada con la memoria (Scoville y Milner, 1957; Zola-Morganand y
Squire, 1991,1992; Bizon et al.,, 2003; Winters, 2004). Ademas se ha
demostrado la relacibn entre neurodegeneracion de poblaciones
hipocampicas y enfermedad de Alzheimer, asi como algunos tipos de
amnesia (Takeda et al., 2007). Por otra parte se ha demostrado el papel del
hipocampo en la memoria en base a la la potenciacion a largo plazo (LTP) y la
plasticidad sinaptica en la mayoria de los componentes del circuito

hipocampico (Izquierdo y Medina, 1995; Adams, 2004).

Son clasicos los experimentos en que la eliminacion de ambos
hipocampos, para inhibir crisis epilépticas, originé una perdida de la memoria
a corto plazo (Scoville y Milner 1957). Estas observaciones, y otros estudios
en animales Wu, 2000; Parent y Baxter, 2004), confirmaron el papel del

hipocampo en la memoria.

Hoy sabemos que el hipocampo, especialmente las areas CA1 y CAS3,
participa en la denominada “memoria espacial’. O Keefe (1971) y Muller
(1996) demostraron la existencia de células piramidales hipocampicas
denominadas “Place cells”, las cuales se cree que dan informacion del lugar
especifico donde se encuentra el animal. Experimentos posteriores han
determinado que estas células se activan cuando la cabeza del animal esta

orientada en determinada posicion (Frielingsdorf et al., 2006). Otras
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investigaciones han demostrado que el hipocampo también participa en otros

tipos de memoria (Dussek, et al 1997; Elvander, 2004).

El sistema hipocampico participa también en la generacion del ritmo theta
hipocampal que es de 4-12 ciclos por segundo (Hz). Este se divide en dos
tipos de ritmo theta: ritmo theta |, frecuencia de 7-12 Hz, que se presenta
cuando el animal se mueve y que es resistente a atropina; ritmo theta Il, que
se presenta cuando el animal esta inmovil, con una frecuencia de 4-6 Hz y
que es sensible a atropina. Este ritmo se presenta también en el animal
anestesiado. (Kramis, 1975; Xu, et al., 2004).

En este sentido el septum se ha considerado el marcapasos
hipocampal, ya que la lesion completa septohipocampal, elimina el ritmo theta
hipocampal, (Leung et al., 1994) (Figura 2.3). La inervacion colinérgica del
Septum medial es generadora de esta activacion neuronal (Colom et al.,
1991). Este ritmo theta reenvia informacion a la corteza de manera que podria
actuar como un organizador selectivo de la informacién que llega a corteza,
aumentando la sefal de entrada,esto ademas permite la atencion
selectiva,que es un requisito para la memoria sobre todo de las informaciénes
que llegan de forma simultanea (Vinogradova, 1995). Por otra parte existen
experimentos en donde la ablacion total con inmunotoxinas como la 1gG
saporin, selectiva de neuronas colinérgicas septales, no produce un déficit
total de memoria espacial, ni elimina completamente el ritmo theta
hipocampal (Lee et al.,1994; Baxter et al.,1996). En base a esto se ha
sugerido que las neuronas GABAérgicos septales también pueden actuar

como marcapasos generador del ritmo theta (Ufjalussy, 2006).
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Conexiones septohipocampicas

Figura 2.3. Esquema del la conexion septohipocampica a través e la fimbria

/3

fornix. Cerebro de Rata.

2.2. EL SEPTUM

a) Anatomia del Septum

El cuerpo principal de la region septal yace entre los cuernos
anteriores de los ventriculos laterales, aunque se prolonga ventralmente
para formar una considerable parte de la regién predptica del hipotalamo.
Como la region septal y el hipocampo comparten importantes conexiones
bilaterales, estas estructuras frecuentemente se describen juntas formando

parte de un unico sistema funcional.(Figura 2.3.)
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Figura 2.4. Esquema representativo del septum, sus divisiones y sus

conexiones septohipocampicas.

El area septal puede ser dividida en 4 partes o divisiones, en base a su
citoarquitectura y conexiones (Swanson et al., 1979). La divisién lateral
consiste del nucleo septal lateral (LS). La division medial (MS) consta
dorsalmente del nucleo septal medial y ventralmente del nucleo de la banda
diagonal de Broca (BDB). La divisién posterior consta de los nucleos septo-
fimbrial y triangular. Por ultimo la divisiébn ventral esta compuesta de los
nucleos de la cama de la estria terminal y del nucleo de la cama de la

comisura anterior. (Figura 2.4)

Esquematicamente, las divisiones lateral, medial y posterior del area
septal estan asociadas con la formacion hipocampica, mientras que la

division ventral se relaciona primariamente con la amigdala.

Raisman (1966), describié que el septum medial (pero no el lateral) se
proyecta sobre el hipocampo propio y el GD. Estudios de Lewis y Shute
(1967) y usando el método histoquimico para determinar acetil colinesterasa,
demostraron que la formacion hipocampica recibe inervacion colinérgica del

area SM-BDB a través del férnix, de la fimbria y del alveus (Goodson et al.,
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2004). Otros estudios (Rye et al., 1984; Levey et al., 1984) corroboraron que
la via septo-hipocampica utiliza acetilcolina como neurotransmisor, siendo el
componente colinérgico aproximadamente el 50% de las proyecciones. Las
fibras colinérgicas establecen contacto con células piramidales, granulosas e
interneuronas. Otros autores han demostrado que el principal componente
del remanente 50% de la via septo-hipocampica es GABAérgico. (Alonso y
Kohler, 1982; Panula et al., 1984). Freund y Antal (1988) demostraron que
los axones de células GABAérgicas del complejo SM-BDB establecen

contacto con interneuronas hipocampicas GABAérgicas.

La region CA1-CA3 del hipocampo propio proyecta al septum lateral
(SL), el cual se conecta extensamente con el area del SM-BDB. Las células
de esta ultima regién mandan axones principalmente al GD pero también al

hipocampo propio, cerrando asi el circuito septo-hipdcampico.

Tombol y Petsche (1969) describieron, con tincion de Golgi, en la
region septal dos tipos celulares diferentes: 1) células medianas y grandes
con axones que presumiblemente se proyectan al hipocampo y 2) pequefas

células que se parecen a las neuronas tipo Il de Golgi.

Figura 2.5.- Cerebro de Rata y conexiones septohipocampicas a través de
fimbria fornix (Amaral and Witter 1978).
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En conclusion las interconexiones del septum e hipocampo son
reciprocas. Las conexiones ascendentes del septum hacia el hipocampo
provienen del MS y la parte ventral de la banda diagonal de Broca (vDB).
Principalmente de dos tipo de conexion: Colinérgica y GABAérgica. Mas del
90% de la innervacion colinérgica que llega al hipocampo viene del septum
medial. Esta influencia colinérgica es la principal aferencia moduladora de
las células principales GABAérgicas del hipocampo (Wainer et al.,1990 ;
Frotscher y Leranth, 1985). Las proyecciones GABAérgicas vienen del
septum medial e inervan las interneuronas GABAérgicas del propio
hipocampo, esto ocasiona una desinhibicion de las células piramidales del
hipocampo (Freund y Antal, 1988). Ambas poblaciones colinérgicas y
GABAérgicas proporcionan una modulacién sincronizada de todo el
hipocampo (Chrobak, 2000).

En los ultimos afios se ha descrito una tercera poblacion neuronal que
usa glutamato como neurotransmisor. Este es el grupo glutamatérgico
septal, que proviene del septum medial, y proyecta hacia hipocampo,
especificamente hacia interneuronas (datos no publicados de nuestro propio
laboratorio). El hipocampo proyecta principalmente hacia septum lateral
(LS) vy las células piramidales de CA1 hacia el septum lateral; las células
piramidales de CA3 proyectan, hacia las partes caudales del septum lateral
(Szeidemann et al., 1995). Aunque la principal conexién del hipocampo al
septum es hacia septum lateral, hay también conexiones del interneuronas
GABAérgicas hipocampales hacia septum medial. Estas interneuronas
terminan en neuronas colinérgicas y GABAérgicas del septum medial (Jakab
y Leranth, 1995).

Ademas de las proyecciones aferentes hipocampicas, el septum
medial y la banda diagonal de broca (MS-DBB) recibe también proyecciones

de numerosos nucleos del diencéfalo (nucleos supramamilares, nucleos del
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hipotalamo lateral, habénula medial nucleos talamicos periventriculares), del
tallo encefalico (nucleo del rafe, locus coeruleus, area gris periacueductal,
nucleos parabraquiales) y otras regiones del cerebro como el area tegmental
o la amigdala (Vertes 1988; 2000, Woolf y Butcher,1986).

En relacion a los neurotransmisores septales, el septum medial recibe
aferentes colinérgicos del tegmento pontomesencefalico (Woolf y Butcher,
1986); aferentes aminérgicos del tronco encefalico, nucleos del rafe y locus
coeruleus, (Kim et al., 1987); aferentes dopaminérgicos del area
ventrotegmental (Lamour y Epelbaum, 1988) y aferentes GABAérgicas del

hipocampo y de nucleos del septum lateral (Onteniente 1987).

b) Funcién del Septum

El septum medial se ha considerado el marcapaso del ritmo theta
hipocampico por la mayoria de los autores. Esta consideracion se basa en
que: 1) lesiones del nucleo MS suprimen el ritmo theta hipocampico
(Gotebiewski et al,1999) 2) MS tiene una poblacion de neuronas ritmicas
que descargan a la frecuencia theta Gogolak (Petsche, Stumpf , 1968), 3) la
ritmicidad de estas células se mantiene después de la desconexion con el
hipocampo (Vinogradova et al.,1980) y 4) la rebanada-slice de septum
contiene una poblacion de células que continuan descargando ritmicamente
a pesar de estar completamente aisladas de otras estructuras (Vinogradova
et al., 1980).

Dutar et al., (1995) demostraron que casi la mitad de las neuronas
septales que proyectan al hipocampo, disparan en salvas ritmicas y son
excitadas por la acetilcolina. Esta actividad ritmica es lenta en
contraposicion con la alta frecuencia de las neuronas no colinérgicas. Es

importante recordar, que mas de la mitad de las neuronas del SM que
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proyectan al hipocampo son colinérgicas y que probablemente muchas de
las colaterales de estas neuronas, que inervan al SL, sean colinérgicas.
Phelan et al., (1987) estudiaron la accién de la acetilcolina en rebanadas del
septum dorsolateral, y demostraron que, actuando sobre receptores
muscarinicos M1, ocasiona desinhibiciéon a través de un descenso en la
liberacion de GABA. Estos datos apoyan la idea de de que el area
dorsolateral del septum participa en mecanismos integradores y no es una

simple estacion de relevo sinaptico.

El septum medial también se ha considerado como marcapaso del
ritmo theta, al comprobarse que, lesiones del area septal eliminan
completamente el ritmo theta hipocampal en animales (Leung et al,
1994).Por otra parte estudios farmacologicos han demostrado que la
innervaciéon colinérgica del septum medial es la aferencia mas importante
que regula el ritmo theta hipocampal (Teitelbaum et al., 1975 y Colom et al.,
1991). Aun no se conoce la participacion directa de este ritmo theta en la
funcién del hipocampo y el sistema septohipocampico, pero se sugiere que
durante las oscilaciones theta constituye un sistema de entrada rapida que
reune la informacion de la corteza entorrinal, y en este momento también el
hipocampo procesa la informacion de regreso a areas corticales cerebrales
corticales, siendo asi una forma de filtrar la informacion de las senales de

salida hipocampicas. (Vinogradova 1995).

Recientemente se han clasificado las neuronas septales en base a
las diferencias de disparo, (Sotty, et al 2003), estableciéndose cuatro tipos

neuronales:

eEl primer grupo es de baja frecuencia de disparo, corriente de
hiperpolarizacion (Ih) y tienen mRNA de Colinacetiltransferasa (Neuronas
Colinérgicas).

eEl segundo grupo es de alta frecuencia de disparo, tienen corriente de
hiperpolarizacion (lh), y mMRNA de GADG7 (Neuronas GABAérgicas),
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e El tercer grupo tiene alta frecuencia de disparo, y disparos en salva, tienen
Ih y mRNA de GAD67 (Otro tipo de neuronas GABAérgicas).
e El cuarto grupo es de Baja frecuencia de disparo, algunas tienen lh y tienen

mRNA de Vglut 1 y Vglut2 (Neuronas glutamatérgicas).

2.3. NEUROQUIMICA DE LA REGION SEPTAL

a) El sistema colinérgico de laregion septal.

De acuerdo a la clasificacion de Mesulam et al., (1983), las neuronas
colinérgicas se clasifican en seis grupos. Esta clasificacion esta basada en la
variacion topografica y sus areas de proyeccion. El primer grupo (Ch1), esta
compuesto por células colinérgicas del septum medial (MS), y estas se
distinguen de las células de la banda diagonal de broca en su rama vertical
(vDB) (Ch2), que constituirian el segundo grupo. Estos dos grupos proyectan
predominantemente al hipocampo. El tercer grupo lo constituyen las células
de la rama horizontal de la banda de Broca (hDB) que se proyectan al bulbo
olfatorio (Ch3). Neocorteza y amigdala se inervan por otro grupo celular,
(Ch4). Este ultimo grupo constituye un gran parte de células localizadas en
los nucleos basales de Meynert (NB), nucleo magnocelular y algunas partes
de hDB. El talamo es inervado por los 2 grupos restantes (Ch5 y Ch6), que
estdn localizados en los nucleos pedunculopontinos y laterodorsales
tegmentales. A pesar de que estos grupos desde Ch1-Ch6, son
considerados como colinérgicos, también pueden tener otros tipos de
celulares. Asi, por ejemplo, solo el 10-20% de las células de Ch3 son
colinérgicas, mientras que en otras areas como Ch4, las células colinérgicas

constituyen entre el 80 y 90%.
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Figura 2.6.- Nducleos colinérgicos del cerebro de rata .(Ch1-6). AMG =
amigdala; CB = cerebelo; HC = hipocampo; NC = Neocorteza; OB = Bulbo
Olfatorio; TH = Talamo. Tomado de Mesulam et al. (1983).

La disminucién de neuronas colinérgicas, junto a la afectacién de
otros neurotransmisores, se ha implicado en la neuropatologia de la
enfermedad de Alzheimer (Francis et al.1999). De hecho el tratamiento mas
eficaz, de momento, se realiza con inhibidores de la colinesterasa, los cuales
son eficaces solo frenando la progresion de la enfermedad (Hansen et al.,
2008). Estudios mas recientes, han implicado el efecto citotoxico del

glutamato con la etiologia de la enfermedad de Alzheimer (Francis ,2005).

”
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Figura 2.7.- Distribucién de neuronas colinérgicas de la region septal.

Tincién de Inmunoperoxidasa, con marcador anti- ChAT.
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a) El sistema Gabaérgico de laregion septal.

El acido Gammaminobutirico (GABA) es el neurotransmisor
inhibitorio mas abundante del sistema nervioso central. Las neuronas
GABAérgicas tienen una morfologia similar a las neuronas colinérgicas pero
con una distribucion diferenciada, estando localizadas en la parte medial y
lateral del septum. Estas neuronas constituyen la poblacion mas importante

no colinérgica de la proyeccién septohipocampica (Kohler et al., 1984).

La gran mayoria de las neuronas GABAérgicas expresan dos
isoformas de la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD), la enzima
que sintetiza el GABA (Soghomonian y Martin, 1998; Esclapez et al., 1994).
La denominada GADG5 (65 KDa) parece localizarse preferentemente en las
terminales nerviosas y esta relacionada con la sintesis del pool de GABA
almacenado en vesiculas sinapticas, mientras que GAD67 (67KDa) esta mas
localizada en el citoplasma del soma neuronal, habiéndose relacionado con
funciones metabdlicas no relacionadas con la liberacion del neurotransmisor
(Soghomonian y Martin, 1998).

La distribucion regional de las dos formas de mRNA de GAD, es
diferente, siendo GAD65 mas abundante en sistema visual, coliculos
superiores y algunos nucleos hipotaldamicos, mientras que GADG67 es mas
abundante en neocorteza, septum medial y septum lateral, globo palido y
corteza cerebelosa. Por otra parte, GAD65 esta mas ligado a neuronas que
presentan actividad fasica, mientras que GADG67 esta presente en neuronas

con actividad tonica (Feldblum et al., 1993).

Las células GABAérgicas septales constituyen una poblacion
heterogénea que incluye interneuronas, células de proyeccién y otras
subpoblaciones neuronales. A pesar de que se ha descrito la presencia de

neuronas GAD positivas en el septum (Kohler et al., 1984), hasta el
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momento no se ha estudiado la distribucién regional de estas dos
isoenzimas. Se ha sugerido que la predominancia de una u otra isoforma
GAD podria estar relacionada con diferentes patrones de actividad
electrofisiolégica. Asi GAD67 se localizaria preferentemente en
interneuronas y neuronas que disparan con u patron tonico, mientras que las
GADG65, lo harian en neuronas con disparo fasico (Feldblum et al., 1993;
Esclapez et al.,, 1994). Si las propiedades de disparo dependen de la
distribucion la inmunotincion del GAD puede constituir un marcador selectivo
de neuronas GABAérgicas septales, de su funcion y de sus posibles

cambios plasticos.

En el presente estudio hemos analizado la distribucion de las
isoformas de la enzima GAD (GAD65 y GADG67) asi como si estas enzimas
se expresan predominantemente en alguno de los diferentes subgrupos de
neuronas septales. Aunque las neuronas GABAérgicas no parecen afectarse
por la edad, su relacién con las neuronas colinérgicas, podria participar en la

etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer. (Alreja et al., 2000).

AN i Wi

Figura 2.8.- Fotomicrofotografia de la region septal, mostrando la distribucién

de neuronas GABAergicas. Tecnica de inmunohistoquimica.
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c) El sistema glutamatérgico de laregion septal

EL L-glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante en
el Sistema Nervioso Central. La transmision glutamatérgica ha sido descrita
en diversas regiones del sistema nervioso, que incluyen: conexiones cortico-
corticales ipsilaterales y contralaterales, proyecciones corticales hacia la
amigdala, tubérculo olfatorio, el putamen, nucleo caudado, talamo, coliculos
superior e inferior, area tegmental, sustancia negra, nucleo rojo y médula
espinal, ademas de la corteza entorrinal. El acido glutamico participa a nivel
hipocampal en conexiones que incluyen al septum, subiculum, cuerpo
mamilar e hipotalamo asi como también en la corteza visual, retina y
cerebelo (Michaelis 1990).

Figura 2.9.- Fotomicrofotografia que muestra la distribucién de neuronas

glutamatérgicas septales. Tecnica de inmunohistoquimica.
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Ademas de la implicacion de glutdmico en numerosas funciones
centrales, este aminoacido tiene importantes efectos neurotdxicos. En
consecuencia, su concentracion en el espacio extracelular no debe
sobrepasar ciertos limites, por lo que la homeostasis de los sistemas
glutamatérgicos (metabolismo, mecanismos de liberacion, receptores vy
transportadores) esta muy finamente regulada (Siegel.1994). Las neuronas
glutamatérgicas en el septum medial, tienen una enorme importancia
funcional. Forman parte de una gran red neuronal que puede ser activada
por acetilcolina, y a la vez, potenciar la funcionalidad de los grupos
neuronales colinérgicos y GABAérgicos septales, asi como la actividad

hipocampica en general (Manseau, et al.2005).
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HIPOTESIS Y PLANTEAMIENTO
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3. HIPOTESISY PLANTEAMIENTO

El hipocampo es una estructura del cerebro que ha sido relacionada
con los procesos de memoria y aprendizaje, por lo que juega un importante
papel en la disfuncion de estos mismos procesos cognitivos, en particular en
el desarrollo de la demencia asociada a la edad. Por tanto el conocimiento
de los circuitos neurales hipocampicos puede permitirnos la comprension de
los mecanismos subyacentes a tales procesos, asi como desarrollar

estrategias terapéuticas adecuadas.

La mayoria de las aferencias al hipocampo constituyen un sistema
neuronal denominado via septohipocampica, formada por la convergencia
de un grupo de neuronas que se originan en el septum medial y la banda
diagonal de Broca (SM-BDB), denominada en su totalidad como septum
medial, las cuales inervan casi todas las areas del hipocampo. Estos grupos
neuronales pueden recibir diferentes aferencias locales y extrinsecas, con
propiedades moleculares, anatémicas y funcionales diferentes, que pueden

modificar por tanto el funcionamiento del hipocampo.

Se ha asumido tradicionalmente, que el complejo SM-BDB,
constituido por neuronas predominantemente colinérgicas, aunque en menor
grado también GABAérgicas, juegan un papel importante en la generacion
del ritmo theta hipocampal. Las interconexiones colinérgicas y no
colinérgicas de esta region siguen siendo motivo de investigacion. A pesar
de que existen evidencias de terminales colinérgicas que contactan con
neuronas GABAEérgicas, o viceversa, no conocemos a fondo la naturaleza de

estas conexiones.

Por otra parte, aunque se han descrito dos isoformas del enzima
responsable de la sintesis de GABA, que sabemos que es el

neurotransmisor inhibitorio mas abundante en sistema nervioso en general,
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su distribucién en el septum no es conocida. Se ha sugerido que la
predominancia de una u otra isoforma GAD podria estar relacionada con
diferentes patrones de actividad electrofisiologica. Asi GAD67 se localizaria
preferentemente en interneuronas y neuronas que disparan con un patron
tonico, mientras que la GADG65, lo harian en neuronas con disparo fasico.
Ademas GADG67 es la responsable de la produccion basal de GABA,
mientras que GADG65 es activada, aparentemente, en respuesta a la

demanda del neurotransmisor.

Es posible que la regulacién de la actividad GABAérgica, y en
consecuencia la expresion del enzima GAD, este relacionada con un
determinado patron de conectividad y actividad sinaptica. En el presente
estudio se analiza la posible distribucion diferencial de las isoformas de la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD), 67, y 65 en la regidn septal de la

rata y su proyeccion a hipocampo.

Ademas, la generacién del ritmo theta hipocampico, requiere de de
inputs excitatorios desde la region septal. Es posible que junto a la poblacion
colinérgica, participen otros neurotransmisores de caracter excitador como el
glutamato. De hecho, parece ser necesario que las neuronas hipocampicas
sean excitadas por neuronas colinérgicas del complejo SM-DBB, o por
aferentes glutamatérgicos, para generar la inhibicion ritmica de las
interneuronas hipocampicas, generada por las neuronas septohipocampicas
GABAérgicas. Este grupo neuronal que utiliza Glutamato como
neurotransmisor apenas ha sido descrito y demostrado. Por tanto nos
hemos planteado la caracterizacion de las neuronas glutamatérgicas

septales y sus proyecciones septohipocampicas.

Finalmente, en base a la implicacion en los circuitos hipocampicos de
neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas, pareceria necesario
calcular, mediante estereologia, la densidad de neuronas -colinérgicas,

GABAérgicas y glutamatérgicas de la regiéon septal de la rata. De hecho,
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aunque se ha tratado de identificar otros grupos neuronales septales y
calcular, en el cerebro basal anterior, el nUmero de estas neuronas, aun no
se ha logrado. Por tanto es importante conocer el numero de neuronas
septales, asi como de los transmisores mas estudiados hasta hoy, y poder
entender la compleja red intereneuronal septal. Esto permitiria demostrar la
presencia de otros grupos neuronales existentes a nivel septal asi como sus

implicaciones fisioldgicas.
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4. MATERIAL Y METODOS

EXPERIMENTO 1. Diferenciacion de las isoformas de la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), 67,y 65 en laregion septal de laratay

Su proyeccién al hipocampo.

Ver detalladamente en la publicacion “Glutamic acid decarboxylase isoform
are differentially distributed in the septal region of the rat”. Maria T.
Castaneda, Emilio R. Garrido Sanabria, Sofia Hernandez, Adriana Ayala,
Tania A. Reyna, Jan-Yen Wu, Luis V. Colom. Neurosci Res. 2005. 52:107-
119.

EXPERIMENTO 2. Caracterizacion de las neuronas glutamatérgicas del

septum medial y su proyeccion hacia el hipocampo.

Ver detalladamente en la publicacion “Characterization of medial septal
glutamatergic neurons and their projection to the hippocampus”. Colom L. V.,
Castafieda M.T.,Reyna T. and Hernandez S. Synapse 2005. 58: 151-164

EXPERIMENTO 3. Calculo, mediante estereologia, del nimero de

neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas de la region

septal de la rata.
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Animales

Se emplearon un total de 12 ratas macho (Sprague-Dawley) adultas (200-

300gr), a razon de 3 animales por cada uno de los siguientes experimentos:

1) Determinacion del numero de neuronas colinérgicas.
2) Determinacion del numero de neuronas GABAérgicas.
3) Determinacion del numero de neuronas glutamatérgica

4) Determinacion del numero de neuronas totales.

Toda la experimentacién animal fue realizada de acuerdo con las con
las pautas y requerimientos de la universidad, asi como las indicaciones las
guia “Care and Use of Laboratory Animals” (IACUC) del “National Institute of
Health Guide for the care and Use of laboratory Animals”. Se intento
minimizar el numero de animales y su sufrimiento. Las ratas fueron
anestesiadas con una combinacion de Ketamina (42.8mg/ml), Xilazin
(8.6mg/ml) y acepromazina (1.4mg/ml), a una dosis de (0.7ml/kg.i.m.) y
perfundidas transcardialmente con 0.1M de Buffer Fosfato Salino (PBS),
seguido de una solucién fijadora conteniendo Paraformaldehido 4 %, en 0.1
M de PBS, con un pH de 7.4. Después de la fijacidon y extraccion, los
cerebros fueron postfiados en el mismo fijador toda la noche a 4°C.
Después, los cerebros fueron crioprotegidos con 30% de sucrosa en PBS,
para a continuacién congelarse y cortarse con un criostato (Car Zeiss)
microm HM 505E, MICROM, en secciones de 60 ym, que se almacenaron
en 0.1M PBS.

Inmunohistoquimica

Por el método de libre flotacidon, los cortes de de 60 um de grosor,

conteniendo la region septal, se incubaron durante 10 minutos en H,O al 3%,

para inhibir la actividad de peroxidasa endogena. El marcaje inespecifico se
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evitd colocando los cortes en Albumina Bovina Sérica (BSA) al 10% durante

una hora a temperatura ambiente.

Las secciones fueron incubadas durante 48 horas en cada uno de los
siguientes anticuerpos, de acuerdo con los experimentos descritos

anteriormente.

a) Determinacion del numero de neuronas colinérgicas. Suero anti-ChAT
hecho en cabra, a una dilucion de 1:200, durante 48 horas, posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado anti-cabra, hecho en
caballo, durante una hora, a una concentracion de 1:200. Finalmente las
secciones fueron incubadas en el sustrato de avidina-biotina (ABC) (Vector
Labs) durante 1hora para la determinacién del numero de neuronas

colinérgicas.

b) Determinacion del numero de neuronas GABAérgicas. Suero anti- GADG7
hecho en conejo a una dilucién de 1:1000 (Chemicon ,Temecula) en PBS
conteniendo 2% de BSA,durante 48 horas,posteriormente las secciones
fueron enjuagadas, con PBS.Después fueron incubadas en el anticuerpo
biotinilado anti-ratébn preparado en cabra a una dilucion de 1:200 (Vector.
USA) durante una hora en la misma soluciébn, que el anticuerpo
primario.Finalmente las secciones fueron incubadas en el sustrato de avidina-
biotina (ABC) (Vector Labs) durante 1 hora. Para la técnica
inmunohistoquimica del GAD todos los enjuagues fueron hechos con Tween

20 (Sigma, St Louis) a una concentracion de 0.05% en PBS .1M.

c) Determinacion del numero de neuronas glutamatergicas. Las secciones
fueron incubadas durante 48 horas en un anticuerpo de ratdon monoclonal
anti-glutamato a concentracion de 1:2000 (Immunostar), seguido después de
un anticuerpo secundario anti-raton biotinilado a una concentraciéon de 1:200
(Chemicon) durante una hora, para después ser colocadas, en el sustrato de

avidina (ABC) (Vector) durante una hora.
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d) Determinacién del nimero de neuronas. Para la determinacion del numero
de neuronas totales, las secciones fueron incubadas con el suero anti-NeuN
hecho en raton, a una dilucion de 1:1000, durante 48 horas, posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado anti-raton, hecho en cabra,

por una hora, e incubadas en ABC, durante una hora.

En cada experimento algunas secciones fueron incubadas sin el
anticuerpo primario para determinar la especificidad del anticuerpo y estas

fueron utilizadas como controles.

Las secciones fueron reveladas utilizando diferentes cromogenos DAB
y Nova Red (Vector Labs.). Posteriormente las secciones fueron enjuagadas y
montadas en portaobjetos gelatinizados, deshidratadas en grados crecientes
de alcohol, aclaradas con xilene y cubiertas con Permount (Liquido de

montaje) y cubreobjetos pra su posterior analisis.

Después de haberse terminado la tecnica inmunohistoquimica, las
secciones fueron analizadas con ayuda de un microscopio de luz (Axiovert
200, Zeiss), equipado con una videocamara (Optronics), y con una plataforma
motorizada (Prior). Se utilizd una lente de inmersion (100X) tanto para medir
el grosor de los cortes después del proceso histolégico y también para contar

las neuronas septales (Ver Figura 4.1)
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Figura 4.1.- Equipo para realizar la estereologia, con el programa

“Stereoinvestigator”, y el microscopio Axiovert Zeiss.

Analisis de las imagenes.

El contorno del septum medial se determino usando la correspondiente
seccion en el Atlas de Paxinos and Watson del cerebro de rata. Las
secciones consideradas dentro del septum medial fueron clasificadas como
anterior (anterior a B 0.07mm), central (3 0.07 mm) y posterior (posterior a 3
0.2 mm) de acuerdo al mismo atlas. Se empleé el fraccionador éptico
(Gundersen et al., 1987; West et al., 1991), analizando en cada tercera
seccion zonas de 60 x 60 um contando los marcos y celdas de 221.36 x
228.04 um que fueron sobrepuestas en las imagenes de video del campo
microscépico usando el programa “stereo investigator” (MicroBright field,
Willistone, VT, USA). Las porciones superiores e inferiores de tejido, de
3um, dio como resultado una altura del disector de 12 um. La muestra
estereoldgica fue disefiada para que al menos 200 neuronas se contaran en

cada animal.
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Figura 4.2. Microfotografia de una rebanada histologica que incluye septum
medial. En esta se aprecia uno de los primeros pasos del analisis
estereoldgico. Se aprecia con una linea azul la delimitacion del contorno del

septum medial.
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Figura 4.3.- Analisis estereoldgico donde se aprecia el fraccionador 6ptico,
con la celdillas, en los pequefos recuadros, determinando los sitios de

contar las neuronas.
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Figura 4.4.- Analisis estereoldgico con el objetivo a 100x, donde se aprecia
el marco de referencia donde se cuentan, las neuronas ( Marcadas con los

puntos), lo incluido cerca a la linea verde, son las neuronas .
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RESULTADOS
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5.1. EXPERIMENTO 1. Diferenciacion de las isoformas de la enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), 67,y 65 en laregion septal de larata

y su proyeccion al hipocampo.

A continuacion se presenta un resumen de los resultados obtenidos en este
experimento. Ver detalladamente en la publicacién “Glutamic acid
decarboxylase isoform are differentially distributed in the septal region of the
rat”. Maria T. Castaneda, Emilio R. Garrido Sanabria, Sofia Hernandez,
Adriana Ayala, Tania A. Reyna, Jan-Yen Wu, Luis V. Colom. Neurosci Res.
2005. 52:107-119.

5.1.1. Tinci6on de inmunoperoxidasa para GAD65

Figura 5.1.1.- Microfotografias de tincion de inmunoperoxidasa para GAD65
en septum medial (A), septum lateral (B) y corteza cerebral (C). (A) El
pericarium de las neuronas GADG65 positivo en el septum medial se muestra
disperso, orientados en paralelo a la linea media. En esta area es también
evidente el marcaje denso de conglomerados (bandas) de fibras. (B) En el
septum lateral, las neuronas GADG65 exhiben diferente morfologias e
inmunodensidades, y aparecen orientadas en diferentes direccidénes. La
inmunoreactividad GAD65 marca fuertemente fibras y terminales como se
manifiesta por el intenso marcaje del fondo. (C) Las neuronas GAD 65
positivas en la corteza muestran una intensa inmunoreactividad y formas

morfolégicamente diversas. Escala de la barra = 50um.
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Figura 5.1.2.- (a) Experimento representativo mostrando la distribucién de
neuronas GADG5 positivas en el septum medial (MS) y septum lateral (LS)
en una seccion coronal. Cada simbolo indica un cuerpo celular
inmunoreactivo con diferentes niveles de inmunoreactividad tal como se
describe en la figura. (b) Histograma que representa el indice de porcentaje
de luminosidad de neuronas GAD 65 positivas en el septum medial versus
septum lateral. (c y d) Representacion de los parametros determinados en
este experimento (indice de luminosidad normalizada vs diametro célular)
para el septum medial (c) y septum lateral (d). Las lineas representan la
regresion linea. (e) Analisis de grupo de neuronas agrupadas de acuerdo al
indice de luminosidad.Se observa que la gran mayoria de neuronas expresa
moderada inmunoreactividad. (f) Datos normalizados representando el

porcentaje de células en septum medial vs septum lateral.
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Figura 5.1.3.- Reconstruccion digital e imagenes fotomicroscépias de
neuronas GADG65 positivas en (A) septum medial (MS), (B) septum lateral
(LS) y (C) Corteza (CTX). Se observa que la inmunoreactividad de GAD65
esta restringida predominantemente al area somatica en el septum medial,
mientras que la inmunoreactividad para septum lateral y corteza esta
también presente en dendritas primarias y secundarias. Los numeros

indican, las neuronas reconstruidas. Escala de la barra = 50um.
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5.1.2. Tincion de inmunoperoxidasa para GAD67

Figura 5.1.4.- Microfotografias de la tincion de inmunoperoxidasa para
GADG7 en el septum medial (A), septum lateral (B) y corteza (C). (A) Tincion
de neuronas inmunopositivas para GADG7, en el septum medial (B) En el
septum lateral, las neuronas GADG7 presentan morfologias mas complejas.
(C) Neuronas GADG67 positivas en corteza, en las que se expresa intensa
inmunoreactividad en el soma y dendritas proximales. Escala de la barra =

50um.
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Figura 5.1.5.- (a) Distribucién de cuerpos celulares inmunopositivos para
GADG67 en septum medial (MS) y septum lateral (LS), de un experimento
representativo. Las neuronas fueron clasificadas de acuerdo a los niveles de
inmunoreactividad. (b) Histograma representando la distribucion de los
niveles de inmunoreactividad determinado por el indice de luminosidad. (c y
d) Grafica de distribucion por puntos, representando el indice de
luminosidad vs el area celular, en el que se aprecia que no hay correlacién
entre estas, tanto en el septum medial (c) como en septum lateral (d). (e)
Porcentaje de neuronas agrupadas de acuerdo a inmunoreactividad (como
lo describe la leyenda) en ambas areas septales. (f). Porcentaje del total de

neuronas inmunoreactivas en septum medial (MS) y septum lateral (LS)
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Figura 5.1.6.- Reconstruccion e imagenes microscopicas de neuronas
marcadas con GADG67 en (A) septum medial (MS), (B) septum lateral (LS) y
(C) corteza (CTX). Observe la complejidad del marcaje de GADG67,
principalmente restringido a somas neuronales en el septum medial, pero
presente en ramas dendriticas de septum lateral y corteza cerebral. Los

numeros indican las neuronas reconstruidas. Barra igual a 50um.
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Figura 5.1.7- Densidad de neuronas inmunopositivas para GAD65 y GAD67,
en el septum medial y septum lateral. La densidad de las neuronas
marcadas con GADG65, fue significativamente mas baja en el septum medial
(T de student, p < 0.01). No se observaron cambios significativos en la

densidad de las neuronas GADG67 positivas.
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5.1.3.- Tincién con doble inmunofluorescencia y marcaje retrogrado para
GADG65 y GAD67

Figura 5.1.8.- Doble inmunofluorescencia para GADG5 y GAD67 en la regidn
septal. (A) Neuronas inmunoreactivas para anticuerpos anti- GAD65 en el
septum medial. (B) Las mismas neuronas marcadas con el antisuero anti-
GADG67 y anticuerpo secundario rojo fluorescente (Alexa 568). (C) Imagenes
superpuestas mostrando terminales GAD65 positivas rodeando a neuronas
marcadas. (D) Inmunofluorescencia para GAD65 en el septum lateral. (E)
Las mismas neuronas se marcan por el anticuerpo anti-GAD67. (F) La

sobreposicion de ambas imagenes revela la presencia de botones

sinapticos GADG5 alrededor de las neuronas. (Barra =20um).
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Figura 5.1.9.- Marcaje retrogrado de neuronas septo-hipocampales y doble

inmunoflorescencia para GAD65 y GADG67 en el septum medial. (A)
Inmunofluorescencia para GADG7, en la que se observan numerosas
neuronas reactivas (Alexa 568). (B) Inmunofluorescencia para GADG65 en la
gue se observa un escaso inmunomarcaje en el soma de las neuronas del
septum medial (Alexa 488). (C) Algunas neuronas Fluorogold positivas. (D)
Algunas neuronas Fluorogold positivas fueron también inmunomarcadas
para GADG67. (E) Superposicion de inmunomarcaje con GAD65 y GAD67, en
el que se aprecia la predominancia de GAD67. (F) A mayor aumento, puede
observarse un amplio marcaje difuso “punteado” rodeando neuronas GADG7

inmunopositivas (aunque negativas para GAD65) en esta area. (Barra=10

um).
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5.2 EXPERIMENTO 2. Caracterizacion de las neuronas glutamatergicas
de septum medial y su proyeccion hacia hipocampo.

A continuacion se presenta un resumen de los resultados obtenidos en este
experimento. Ver detalladamente en la publicacién :  “Characterization of
medial septal glutamatergic neurons and their projection to the
hippocampus”. Colom L. V., Castafieda M.T.,Reyna T. and Hernandez S.
Synapse. 2005. 58: 151-164

Figura 5.2.1 Ejemplo representativo de la inyeccion intrahipocampica de
Fluorogold, para identiicar las neuronas septohipocampicas.Inyeccién en
CAT1, tincién de Nissl.
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5.2.1.- Tincién de inmunoperoxidasa para Glutamato.

Figura 5.2.2. Microfotografias que muestran las areas que inmunoreactivas
con el anticuerpo antigutamato en A) el Septum Medial y B) Septum
lateral. A1, magnificacién de las areas de septum medial, mostrando la
distribucién de las neuronas glutamato inmunoreactivas. A2, nétese las
neuronas glutamato positivas en toda la extensién del septum medial. A3-
A6, amplificacion de las areas marcadas en A2. Obsérvense diferentes
subtipos morfolégicos de las neuronas glutamato inmunoreactivas. B1
Inmunohistoquimica del septum lateral, mostrando escasas neuronas
glutamato positivas. B2 amplificacion de B1, donde se observa la morfologia
de estas neuronas, B3-B6 amplificacién de estas neuronas.
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5.2.2 Tincion de inmunoperoxidasa para VGLUT2

A1

Figura 5.2.3 Microfotografia que muestra la inmunorreactividad de las
neuronas VGLUT2 en el septum medial (A), y septum lateral (B). A1, Con
amplificacion moderada del septum medial, puede apreciarse un intenso
de marcaje de fondo de VGLUT2. A2, mayor amplificacion de A1,
enmarcandose areas con neuronas VGLUT2 positivas. En la mayoria de
las neuronas VGLUT2 positivas puede apreciarse como poseen un soma
fusiforme, la tincion es débil y estan orientadas en el eje axial de la linea
media, tal como se observa en el recuadro A3-A8. Algunos somas
inmunonegativos, “imagenes fantasma”, estan rodeados de terminales
VGLUT2 positivos de aspecto “punteado” (posibles neuronas
glutamatérgicas). B1, Microfotografia del septum lateral mostrando
inmunotincion de VGLUT2. B2, amplificacion de B1 mostrando algunos
somas inmunonegativos y amplia inmunoreactividad VGLUT2, de aspecto
‘punteado”. B3, algunas células no VGLUT2Z inmunoreactivas estan
rodeadas de inmunoreactividad VGLUT2 positiva de aspecto “punteado”.
En B4 y B5 se muestra una amplificacion.
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5.2.3 Tincion con doble fluorescencia de antiglutamato y VGLUT2

Figura 5.2.4. Dos ejemplos representativos que ilustran neuronas de
septum medial inmunoreactivas a anticuerpos anti-VGLUT2 y anti-
glutamato. A y D muestran neuronas en septum medial marcadas con
anticuerpo anti-VGLUT2. B y E muestran las mismas neuronas de septum
medial marcadas en el anticuerpo anti-glutamato. C resulta de una
superposicion de Ay B, y F sobreponiendo D y E. Se observa una gran
inmunoreactividad a VGLUT2, de caracter “punteado” en A y D, lo cual
hace dificil visualizar la inmunoreactividad de los cuerpos celulares. Se
observa también el doble marcaje de estas neuronas. Cuatro y tres
neuronas doblemente marcadas estan sefialadas por las flechas en C y F,
respectivamente.
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Figura 5.2.5. Representacion del diametro de las neuronas glutamato
inmunoreactivas (Glu) y neuronas glutamato inmunoreactivas mas
marcadas con FG (Glu+FG) en el septum medial (MS), rama vertical de la
banda diagonal de Broca (vDB) y rama horizontal de la banda diagonal de
Broca (hDB) del cerebro de rata, tras inyecciones intrahipocampicas de
FG. Cada region del septum medial incluye un grupo de neuronas
glutamato inmunoreactivas con un diametro promedio de 10um
(10.79+£3.24 MS, 10.21+3.15 vDB, 10£3.27 hDB), y un subgrupo de
neuronas glutamatérgicas, mas grande, con un diametro medio de
aproximadamente 15um (14.551£2.65 MS, 14.55+3.16 vDB, 14.67+3 hDB)
que se proyectan a hipocampo. No se observaron células glutamato
inmunoreactivas magnocelulares (=30 um).
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Figura 5.2.6. llustracién esquematica (ejemplo representativo) de la distribucién
de neuronas glutamato-inmunoreactivas en la regién del septum medial de la
rata (septum medial/rama vertical y horizontal de la banda de Broca) y septum
lateral. Los numeros del diagrama representan la seccion coronal aproximada
del atlas de la rata de Paxinos y Watson (Paxinos and Watson, 1982). MS
Septum medial; LSi, Septum lateral; vDH rama vertical de la banda diagonal de
Broca; hDB rama horizontal de la banda diagonal de Broca; V ventriculos
laterales; ac comisura anterior; y CC cuerpo calloso.
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5.2.4.- Tincién de inmunoperoxidasa para ChAT y Glutamato.

Figura 5.2.7. Microfotografia de la regidén septal marcada con anticuerpos
anti-ChAT y anti-glutamato, las neuronas ChAT positivas se pueden ver
en azul oscuro/negro (SG) y las neuronas glutamato positivas se
observan en color marrén claro (DAB). En A se muestra una vista
panoramica del septum. B muestra una amplificacion de la zona marcada
en A. Notese la presencia tanto de neuronas Chat positivas como de
neuronas glutamato positivas. C y D muestran una magnificacion de la
zona marcada en B. Noétese en D la presencia de terminales ChAT
positivas alrededor del soma de una neurona fusiforme glutamato positiva

(*)-
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5.2.5.-Tincién con triple fluorescencia para glutamato, GAD67 y ChAT.
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Figura 5.2.8 Imagenes confocales de tres grupos de neuronas de
septum medial sometidas a triple inmuno-marcaje. Las imagenes AEI,
BFJ y CGK muestran inmunoreactividad para glutamato, GAD 67 y
ChAT, respectivamente. Las imagenes, D, H y L se originan por
superposicion de ABC, EFG e IJK, respectivamente.

En la parte superior, A muestra muchos cuerpos neuronales y presuntas
terminales que reaccionaron fuertemente al anticuerpo glutamato. En
contraste, B muestra posibles terminales que reaccionaron fuertemente al
anticuerpo GADG67 y cuerpos celulares que muestran débil o ninguna
inmunoreaccion a GADG67. C presenta en el extremo superior izquierdo un
pequeino soma neuronal que inmunoreaccion6 con ChAT, mientras que
en el resto de la imagen aparecen numerosas posibles terminales que
inmunoreaccionaron a ChAT. Esta neurona ChAT positiva estda marcada
con una flecha en D. La imagen D también confirma que la mayoria de la
neuronas que reaccionaron fuertemente a glutamato no
inmunoreaccionan a otros marcadores de neurotransmisores. En D
también se demuestra la presencia de una profusa e intensa
inmunorreacitividad a glutamato, GAD67 y ChAT rodeando a dichas
neuronas.

68




En las imagenes centrales se observan, en H, tres neuronas que
reaccionaron a glutamato. Una de estas tres neuronas inmunoreacciono a
GADG67 (neurona central grande marcada como | en H), una segunda
neurona inmunoreacciond a glutamato, mostrando una débil o nula
inmunoreacitivdad para otros marcadores (pequefia neurona marcada
como Il en H), y una tercera neurona marcada con ChAT (marcada como
[l en H). Se observa también la presencia de una pequefia neurona que
reaccion6 exclusivamente a ChAT (marcada como IV en H). Se observa
también la presencia de inmunorreactividad GAD67 “punteada” alrededor
de una gran neurona central que inmunorreaccioné tanto con glutamato
como con GADG67. Y la neurona mas pequefa situada en la parte superior
y central de la figura que reaccion6 predominantemente con glutamato.
Imagenes inferiores. En | se observa la presencia de un cuerpo neuronal
que reacciono fuertemente a glutamato. Se muestran tres neuronas en la
parte superior de J que reaccionaron a GAD67 (la neurona media de este
grupo se marca como | en L). Por el contrario, en K se observa solo una
abundante y difusa inmunoreacitividad a ChAT. Finalmente en L, se
comprueba la presencia de esta inmunoreactividad difusa para ChAT
alrededor de neuronas marcadas con GADG67, y también rodeando a una
neurona inmunoreactiva a glutamato.
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5.2.6.- Tincién con triple fluorescencia con Fluorogold, ChAT,
Glutamato y GAD67

.
.

Figura 5.2.9.Triple inmunomarcaje en una seccion del septum del cerebro
de una rata inyectada con fluorogold en hipocampo. La figura A muestra
somas celulares marcados con fluorogold. Las figuras B, D y F muestran
respectivamente inmunoreactividad para glutamato, GAD67 y ChAT. Se
observa la presencia de tres neuronas que reaccionaron con el anti-
glutamato (B) y que no reaccionaron con el anti-GAD67 (D) o con el anti-
ChAT (F). En las imagenes C, E y G se muestran las superposiciones de
la inmunorreactividad a Glutamato, GAD67 y ChAT (imagenes B, D y F)
con la imagen A marcada con Fluorogold. Obsérvese que las tres

neuronas marcadas con Fluorogold, reaccionaron fuertemente con el anti-
glutamato (C) pero no con el anti-GADG7 (E) o con el anti-ChAT (G).
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Figura  5.2.10. Microfotografias de  neuronas  glutamatérgicas
septohipocampales, que expresan glutamato y VGLUT2 en el area de la
banda diagonal de Broca. A: Inmunofluorescencia en la que se aprecia la
inmunoreactividad a glutamato en varios cuerpos neuronales de la banda
diagonal de Broca. B: Inmunoflurorescencia en la que se aprecia la
inmunoreactividad a VGLUT2 en varios cuerpos neuronales de la banda
diagonal de Broca asi como inmunorreactividad a VGLUT2 difusa (posibles
terminales nerviosas). C: Imagenes superpuestas mostrando Ia
colocalizacion de ambos anticuerpos en las mismas neuronas. D: Neuronas
marcadas retrogradamente por inyeccion de Fluorogold en el hipocampo.
Notese en el recuadro cuatro somas de neuronas que inmunoreaccionaron
con anticuerpos antiglutamato y anti-VGLUTZ2. Tres de estas cuatro también
fueron Fluorogold positivas. Se distingue con una flecha una pequefa
neurona Fluorogold negativa.
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CEREBRO N Celulas CE

1 235 16,886.55 0.07

2 280 16,784.25 0.06

3 231 15,332.98 0.06
MediaxSD 2486+27.2 16,334.5+868 0.06+0.005

TABLA |.- Estimacion del numero de neuronas de la region septal media

inmunoreactivas a glutamato, utilizando

estereoldgico. N= numero de campos;

desviacion estandar.

la sonda del fraccionador Optico

CE=coeficiente de Error; SD=

Glu
ChAT ChAT
+ +
Glu ChAT | GAD67 | GAD67 | ChAT | GAD67| GADG67
Recuento de 141 10 25 8 352 208 5
neuronas
Sub-total 141 43
76.6% 23.4% - - -
Sub-total 184 352 208 5
24.5% 47% | 27.8% 0.7%
Total de neuronas
inmunomarcadas 749
TABLA Il. Recuento celular y distribucion de marcadores para los

neurotransmisores glutamato (Glu), ChAT y GADG7 en neuronas del area

septal medial.
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Glu

Neg. Glu ChAT GAD67 GAD67 ChAT GAD67 ChAT +
+ChAT GADG67
Recuento de 78 27 10 4 68 29 7
neuronas FG
+)
Sub-total 27 22
55% 45%
Sub-total 78 (34%) 49 (21%) 104(45%)
Total FG (+)
neuronas 231
TABLA ll.- Recuento celular y distribucion de marcadores para los

neurotransmisores glutamato (Glu), ChAT y GADG67 en neuronas positivas a

Flurogold (FG +) del area septal medial. Los animales (n=3) se inyectaron en

hipocampo con FG en el area CA1.
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Lugar de Region (FG+Glu)
inyeccion Septal FG Glu| FG+Glu FG(%)
56
MS 157 178 (62.2)" 35.6
23
CAl (n=3) vDB 109 116 (25.5) 21.1
11
hDB 127 157 (12.2) 8.6
Sub-Total 393 451 90 22.9
50
MS 177 155 (56.1)" 28.2
17
CA3 (n=3) vDB 57 64 (19.1) 29.8
22
hDB 135 122 (24.7) 16.3
Sub-Total 369 341 89 24.1
16
DG (n=3) MS 48 63 (48.4)" 333
vDB 31 55 8 (24.2 25.8
hDB 62 113 9(27.3 14.5
Sub-total 141 231 33 23.4
TOTAL 903 1023 212 23.48

TABLA 1V.- Distribuciéon de neuronas marcadas con Fluorogold (FG),
neuronas inmunoreactivas a glutamato (Glu), y neuronas FG + Glu en la
region septal media del cerebro de rata, tras la inyeccion de FG en las zonas
de hipocampo CA1, CA3 y giro dentado (DG).
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5.3.- EXPERIMENTO 3. Célculo, mediante estereologia, del nimero de
neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas de laregion

septal de la rata.

1) Determinacion del numero de neuronas colinérgicas.
El recuento de las poblaciones neuronales de tipo colinérgico de la region

septal presento los valores que se muestran en la tabla 5.3.1:

Cerebro No.1 9.574,62 neuronas CE =0.076075
Cerebro No.2 15.346,45 neuronas CE =0.085043
Cerebro No.3 12458,56 neuronas CE =0.0655248

PROMEDIO 12.459,8767 neuronas

Tabla 5.3.1.- Poblacién estimada de neuronas colinérgicas en septum
medial. CE = Coeficiente de error.

Las neuronas colinérgicas de la region septal muestra un tamano
del soma para las denominadas neuronas colinergicas “grandes” en torno a
las 20 um, con una forma predominantemente redondeada, mientras que el
grupo de neuronas colinérgicas de tamano “medio”, presenta un tamano

entre 15-18 ym y un aspecto predominantemente ovoide.
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Posterior Bregma .2mm

Figura 5.3.1 Tinciéon de inmunoperoxidasa para ChAT, utilizada para
la determinacion de neuronas colinérgicas. Se aprecian las diferentes
regiones consideradas del septum medial. En la parte izquierda de la
figura, las microfotografias se obtuvieron con un objetivo 2x.
Apreciandose la distribucion de las neuronas colinérgicas. En la parte
derecha el objetivo fue 100X, apreciandose la morfologia de las

neuronas en las diferentes regiones del septum medial.
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2) Determinacion del numero de neuronas GABAérgicas.

El recuento de las poblaciones neuronales de tipo GABAérgico de la region

septal presento los valores que se muestran en la tabla 5.3.2:

Cerebro No. 1 32.294,75 neuronas CE =0.082894
Cerebro No. 2 25.456,42 neuronas CE =0.064523
Cerebro No. 3 28.265,45 neuronas CE =0.074586

PROMEDIO

28672,2067 neuronas

Tabla 5.3.2.- Poblacién estimada de neuronas GABAérgicas en el septum

medial. CE = Coeficiente de error.

El andlisis de la morfologia de las neuronas anti- GAD67 positivas de la region

septal mostré que el tamafno promedio del soma neuronal de las neuronas

GADG67 positivas varia entre 11 y 13 ym. Su aspecto morfolégico se presenta

con forma ovoide y poligonal.
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Posterior Bregma .2mm

Figura 5.3.2 Tincion de inmunoperoxidasa para GADG7, utilizada para la
determinacién de neuronas GABAérgicas. Se aprecian, las diferentes
regiones consideradas del septum medial. En la parte izquierda de la figura,
las microfotografias se obtuvieron con un objetivo 2x apreciandose la
distribucion de las neuronas GABAérgicas. En la parte derecha el objetivo
fue 100X, apreciandose la morfologia de las neuronas, en las diferentes

regiones del septum medial.
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3) Determinacion del nUmero de neuronas glutamatérgicas.

El recuento de las poblaciones neuronales de tipo glutamatérgico de la

region septal present6 los valores que se muestran en la tabla 5.3.3.:

Cerebro No. 1 16.886,55 neuronas CE =0.07
Cerebro No. 2 16.784,25 neuronas CE =0.06
Cerebro No. 3 15.332,98 neuronas CE =0.06
PROMEDIO 16.334,59 neuronas

Tabla 5.3.3.- Poblacion estimada de neuronas en glutamatérgicas en el

septum medial. CE = Coeficiente de error.

El andlisis de la morfologia de las neuronas anti-glutamato positivas de la
region septal mostré que el tamafio medio de 5-21 ym del soma neuronal,
con un diametro promedio de 10.5 ym. Los cuerpos celulares mostraron

diversas formas, oval, fusiforme, redondo poligonal y piramidal.
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Medial Bregma .4mm

Posterior Bregma.2mm

Figura 5.3.3 Tincion de inmunoperoxidasa para glutamato, utilizada para la
determinacién de neuronas glutamatérgicas. Se aprecian, las diferentes
regiones consideradas del septum medial. En la parte izquierda de la figura,
las microfotografias se obtuvieron con un objetivo 2x apreciandose la
distribucion de las neuronas glutamatérgicas. En la parte derecha el objetivo
fue 100X, apreciandose la morfologia de las neuronas, en las diferentes

regiones del septum medial.
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4) Determinacion del numero de neuronas totales

El recuento de las poblaciones neuronales totales, NeuN positivas, de la

region septal present6 los valores que se muestran en la tabla 5.3.4.:

Cerebro No. 1 126,856.69 neuronas CE 0.063758
Cerebro No. 2 102,418.15 neuronas CE 0.072636
Cerebro No. 3 145,557.72 neuronas CE 0.066093

PROMEDIO

124.944,18 neuronas

Tabla 5.3.4.- Poblacion estimada de neuronas totales en base a la

utilizacién del marcador neuronal especifico NeuN, en el septum medial.

CE = Coeficiente de error.
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Anterionr Bregma 1mm

Central Bregma .4 mm

Posterior Bregma .2mm

Fig. 5.3.4 Tincion de inmunoperoxidasa para NeuN, utilizada para la
determinacién de neuronas totales. Se aprecia, las diferentes regiones
consideradas del septum medial. En la parte izquierda de la figura, las
microfotografias  se obtuvieron con un objetivo 2x, apreciandose la
distribucion heterogénea de las neuronas en general inmunomarcadas con
el marcador inespecifico NeuN. En la parte derecha objetivo utilizado fue
100X, donde se aprecia la diferente morfologia no uniforme de las neuronas,

en las diferentes regiones del septum medial.
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DISCUSION
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6.1.- EXPERIMENTO 1. Diferenciacion de las isoformas de la enzima
Glutamato descarboxilasa (GAD), 67,y 65 en laregion septal de la rata

y Su proyeccion a hipocampo.

Ver detalladamente en la publicacion “Glutamic acid decarboxylase isoform
are differentially distributed in the septal region of the rat”. Maria T.
Castaneda, Emilio R. Garrido Sanabria, Sofia Hernandez, Adriana Ayala,
Tania A. Reyna, Jan-Yen Wu, Luis V. Colom. Neurosci Res. 2005. 52:107-
119.

6.2.-Caracterizar las neuronas glutamatergicas septales y su

proyecciones septohipocampicas.

Ver detalladamente en la publicacion “Characterization of medial septal
glutamatergic neurons and their projection to the hippocampus”. Colom L. V.,
Castafieda M.T.,Reyna T. and Hernandez S. Synapse.2005. 58: 151-164.”

6.3.- EXPERIMENTO 3. Célculo, mediante estereologia, del nUmero de
neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas de laregion

septal de la rata.

En este apartado se ha calculado, mediante analisis estereoldgico, la
poblacion estimada de los grupos neuronales septales, a nuestro juicio mas
relevantes, tales como neuronas colinérgicas, GABAérgicas que han sido
descritos hasta hoy y ademas tenemos el valor estimado de neuronas

glutamatérgicas, un tercer grupo neuronal apenas descrito hasta la fecha.
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No existen evidencias de analisis estereoldgico del calculo de
neuronas septales totales, aunque hay investigaciones donde se demuestra
que el numero total de neuronas colinérgicas septales del raton es de 9000
(Peterson et al.,, 1999). Otros autores describen el numero de neuronas
GABAergicas y afiman que éstas son el doble de numerosas que las
neuronas colinérgicas (Brashear et al., 1986), y que un numero menor de
estas neuronas GABAergicas, se encuentra en el septum lateral. (Kimura et
al 1980., Kiss et al., 1997).

En cuanto a la distribucion las neuronas GABaergicas estas se
localizan en la proximidad de las neuronas colinérgicas, y su somas
presentan diferentes formas, siendo unas multipolares grandes y otras
medianas fusiformes; son de tamafio menor que las neuronas colinérgicas
(alrededor de 15 ym (Kdhler C, Chan-Palay V.,1984). Las células mas
grandes las encontramos en MS-DBB, sobre todo en los cortes mas

posteriores del septum (Panula et al., 1984).

En relacion a las neuronas colinérgicas estas no estan tan ampliamente
distribuidas, y se encuentran confinadas al complejo MS-DBB. La mayoria
son grandes y miden entre 13 y 18 um de diametro (Kimura et al., 1980).

Aunque nosotros encontramos algunas mayores de 20 pym.

No tenemos datos especificos de otras poblaciones septales que
sabemos existen, ya que el numero de neuronas septales totales obtenido
por el marcador neuronal neuN (promedio 124.944) es mucho mas alto que
la suma de los tres grupos neuronales septales analizados
independientemente (57.466). Por lo tanto con este estudio se pretende
analizar, de forma estimativa, el nimero de neuronas septales en cuanto a
los grupos neuronales mas estudiados hasta hoy (colinérgicos, GABAérgicos
y glutamatérgicos), situandolos en el contexto general (neuronas totales) del

septum.
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Muy probablemente estos grupos neuronales, poseen mecanismos para
sintetizar neurotransmisores de tipo neuropeptidico tales como
somatostatina (Shiosaka et al.,, 1992) sustancia P (Ljungdahl et al.,
1978;Sakanaka et al ., 1982), y otros neurotransmisores moduladores, por
lo que cabe deducir que existe un numero significativo de neuronas que usa

otros sistemas neurotransmisores, aun no analizados.

Investigaciones previas (Gritti et al., 2006) han realizado analisis
estereoldgicos de las neuronas de cerebro basal anterior, describiendo que
el numero total de neuronas era de 355.000. De estas, se ha descrito que el
5% de eran inmunoreactivas para ChAT (22.000), un 35% para GAD
(119.000), y el 90% era inmunoreactiva para Glutamato (316.000). Sin
embargo hay que mencionar que la determinacion de la inmunoreactividad
para el glutamato se realizo con un anticuerpo para determinar la enzima
sintetizadora glutaminasa activada por fosfato (PAG). Con este
procedimiento resulta dificil realizar un analisis cuantitativo acertado, ya que
algunas neuronas GABAergicas son capaces de tener el mecanismo

enzimatico necesario para sintetizar glutamato (Akiyama et al., 1990)

El trabajo realizado por nuestro equipo utilizé el anticuerpo
monoclonal antiglutamato cuya inmunoreactividad se ha descrito como
especifica en otras areas cerebrales, en neuronas que tienen neuronas

glutamatérgicas (Madl et al., 1986).

Existe una gran interrelacidon entre las neuronas colinergicas y
GABAergicas en la region septal, ya que presentan interconexiones
sinapticas entre ellas y los dos grupos neuronales forman parte del sistema
hipocamposeptal (Leranth,1989).De hecho las fibras hipocamposeptales
terminan en neuronas GABAergicas del septum, predominantemente
septum lateral, y es este quien recibe la mayor aferencia del hipocampo y

de ahi proyecta hacia el complejo SM/DBB ( Septum Medial) (Risold y
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Swanson, 1997), este a su vez envia proyecciones de regreso hacia la la

formacion hipocampicas, via la fimbria fornix.

Nosotros decidimos utilizar como marcador GABAérgicos, el
anticuerpo anti-GAD 67, ya que a pesar de que la proteina fijadora de calcio
Parvalbumina, se ha considerado tradicionalmente como marcador de
neuronas GABAérgicas (Wu et al., 2003), se opto no usarla para marcar
dichas neuronas, ya que experimentos realizados en nuestro laboratorio
(datos no publicados), demuestran que el anticuerpo anti-Parvalbumina
puede marcar tambien otros grupos neuronales tales como glutamato y en
mucha menor proporcion ChAT. Esto nos ha permitido tener una idea mas

acertada del numero de neuronas GABAergicas.
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CONCLUSIONES

88




PRIMERA. Existen diferencias significativas en la presencia de las isoformas GAD65
y GAD 67 en la region septal. La enzima GADG65 se expresa en una mayor
proporcion en el septum lateral en relacion al septum medial, mientras que GAD67
muestra una densidad de expresidon similar en ambas estructuras. Ambas enzimas
GADG65 y GADG67 son expresadas en las terminales nerviosas de todo el septum.
Ademas las neuronas septohipocampales expresan preferentemente GADG7,

respecto a GADG65, segun el marcaje retrogrado de Fluorogold.

SEGUNDA. La region septal, generalmente considerada como una regién en la que
se habia demostrado la presencia de solo dos neurotransmisores (acetilcolina y
GABA), muestra un tercer grupo neuronal constituido por una poblaciéon de neuronas
glutamatérgicas. En relacion a esta poblacién glutamatérgica nuestro trabajo

demuestra que:

(a) El numero de neuronas glutamatérgicas es de aprox. 16,000 con la mayoria de

cuerpos celulares en la region del septum medial.

(b) Un subgrupo de estas neuronas se proyectan al hipocampo, incluyendo las

regiones de CA1, CA3 y giro dentado.

(c) Los cuerpos celulares de estas neuronas son de menor diametro que los de las
neuronas colinérgicas, siendo la mayoria somas pequefos, que no se tifien con

fluorogold, lo que sugiere que son neuronas que integran circuitos locales

(d) La colocalizacién de varios neurotransmisores en un subgrupo de neuronas
glutamatergicas con proyeccion al hippocampo sugiere la presencia cotransmisién en

dichas neuronas.

TERCERA. EIl recuento del nimero de neuronas totales en el septum, mas los

recuentos especificos de neuronas colinérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas,
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indica la existencia de otros neurotransmisores, diferentes a los mencionados, y que

estan involucrados en las redes neuronales de esta estructura

CUARTA. En base a los resultados obtenidos, en el contexto de la literatura, se
propone un modelo de la red neuronal del septum medial. Dichas conexiones
podrian tener un importante papel en la generacion del ritmo theta que participa en la
memoria. Dado que la memoria esta afectada en la enfermedad de Alzheimer, y
otras patologias neuroldgicas , el conocimiento de estos circuitos podria ser de gran

relevancia para entender la etiopatogenia de estas enfermedades.
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