REGULACION DEL SUENO EN LA RATA.

Transplantes en el Sistema Nervioso
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RESUMEN

En este trabajo se evalué la loca-
lizacién y condicién de células pro-
ductoras de GABA transplantadas en
el Nicleo Tegmental Pedinculo
Pontino (NTPP) de la rata albina. Se
realizaron las técnicas de violeta de
cresilo, observacién con microscopia
de fluoroescencia con el marcador
bisbenzimida, inmunohistoquimica
para glutamato descarboxilasa
(GADG67) y NADPH diaforasa, para
la observacién de células inmortali-
zadas productoras de édcido y y-
amino butirico (GABA) utilizadas
para el transplante en el NTPP de la
rata albina.

Los resultados obtenidos fueron
favorables, ya que se pudo observar
que las células GABAérgicas inmor-

1 Exbecaria del Tercer Verano de la Ciencia
de la Region. Estudiante de Octavo Semes-
tre de Biologia, UAA.

2 Instituto de Neurobiologia, UNAM,
Campus Juriquilla.

Juan Mena Segovia’
Maria Magdalena Giordano Noyola®

talizadas presentan una buena apa-
riencia en los animales transplan-
tados.

Dado que el NTPP juega un pa-
pel importante en la regulacién del
suefio, se prepararon animales para
llevar a cabo un registro electrocor-
ticogréfico. Para ello se realizaron
implantes de electrodos en el cere-
bro de la rata.

INTRODUCCION

Los transplantes neuronales per-
miten tanto el estudio de aspectos
anatémicos y funcionales del cere-
bro durante el desarrollo, diferencia-
cién y regeneracion de diferentes sis-
temas neuronales, como resaltar la
importancia de estructuras o siste-
mas de neurotransmisién en diver-
sas funciones o patologias (Emerich,
D.F., 1998). Existen marcadores
histolégicos o bioquimicos natura-
les que permiten diferenciar las cé-
lulas transplantadas y seguir su mi-
gracién en el cuerpo de los organis-
mos (Brailowsky & Stein, 1992). En
este experimento se utiliz6 el mar-
cador bisbenzimida como una de las

técnicas utilizadas para la observa-
cién de las células transplantadas.

Los transplantes de células pro-
ductoras de GABA se hicieron en el
Niucleo Tegmental Pedinculo
Pontino, el cual es un nticleo peque-
fio que se encuentra ubicado en la
regién superior del tallo cerebral y
guarda relacién aferente con los
ganglios basales, entre muchas otras
estructuras (Parent & Hazrati,
1995). A este nuicleo se le ha relacio-
nado con el despertamiento tilamo-
cortical, que se traduce en una regu-
lacién de la vigilia y el suefio de mo-
vimientos oculares rdpidos (MOR)
(Steriade, 1992), la locomocién
(Garcia-Rill et al, 1987), la cognicién
(Steckler, 1992) y la conducta de re-
compensa (Steininger et al, 1997). El
inicio del suefio a partir de la vigilia
estd determinado por una serie de
factores que conllevan la sincroniza-
ci6n de la actividad eléctrica cerebral.
En el ciclo suefio-vigilia el cerebro
pasa de un estado de alerta, capaz
de integrar sefiales externas, a un
estado en el cual permanece relati-
vamente aislado del ambiente exte-
rior (Hobson, 1999).
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EXPERIMENTO 1

Material y Métodos

Los cerebros de las ratas macho
albinas que se usaron en este experi-
mento y que fueron sometidos a di-
ferentes técnicas histolégicas, perte-
necian a la cepa Sprague-Dawley;
estas ratas fueron transplantadas
con células de la linea celular M213-
20 cl-4 previamente transfectadas
con el ADN complementario de la
enzima glutamato descarboxilasa 67
humana, ¢ inmortalizadas por la in-
corporacién del alelo tsA58 del
antigeno T grande del SV40. Las cé-
lulas fueron marcadas con bisb
enzimida para su posterior observa-
cién por microscopia de fluorescen-
cia. Los transplantes fueron realiza-
dos bilateralmente por medio de la
técnica estereotéxica, utilizando las
coordenadas +2.0 anteroposterior,
+/-2.0 mediolateral y +/-2.8
dorsoventral (interaural) de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson (1986).

Histologia:

Para el anélisis histoldgico del
grupo transplantado con la suspen-
sién celular se anestesiaron las ratas
con una sobredosis de pentobartital
(>50 mg/kg) y fueron perfundidas
por via intracardiaca con solucién
salina (0.9%) seguido por parafor-
maldehido (4%) en amortiguador de
fosfatos (0.1M ph 7.4). Se obtuvo el
cerebro y se mantuvo en solucién
postfijadora (paraformaldehido 4%)
durante 24 hrs. y posteriormente se
almacend en sacarosa al 35% a 4°C.
Se realizaron cortes de los cerebros
(40 mm) a nivel del NTPP en el
microtomo. Posteriormente, se rea-
lizaron varias técnicas histolégicas,
tales como: tincién con violeta de
cresilo, inmunocitoquimica para
GAD, histoquimica para NADPH-
diaforasa y marcado fluorescente
con bisbenzimida (descritas en el
apéndice [) para observar el lugar del
transplante y para la realizacién del

conteo celular. Posteriormente, se
realizé el conteo de las células
transplantadas en la regién del NTPP
y se llevé a cabo la estadistica corres-
pondiente.

Resultados

Las células transplantadas fueron
observadas gracias a las diferentes
técnicas realizadas. Los resultados
fueron favorables ya que las células
marcadas con bisbenzimida se loca-

lizaron en la regién deseada, el
NTPP. Posteriormente, se realizé el
conteo de las células positivas para
NADPH-diaforasa en las ratas
transplantadas y en las contol (ra-
tas transplantadas s6lo con medio de
de cultivo) y al compararlas no se
observé una diferencia importante,
ya que todas las células estan en un
rango de entre 95-160 células en el
lugar del transplante (Gréfica 1).

No. de Células NADPH (+)
=

Transplante PI'T

Control

GRAFICA 1. Comparacién del nimero de células en la rata albina
transplantada y control.

EXPERIMENTO II

Material y Métodos

Se realizaron implantes de elec-
trodos en el cerebro de la rata albina
macho, con el fin de registrar y estu-
diar posteriormente la actividad ce-
rebral durante el ciclo suefio-vigilia.
El primer paso fue la fabricacién de
cénulas y electrodos por medios de
los cuales se evaluard la actividad
cerebral, los electrodos fueron he-
chos con 5 pines (2 conectados a la
corteza cerebral, 2 conectados al
musculo y 1 para la tierra) y un tor-
nillo, esto con el fin de registrar la

actividad tanto del cerebro como de
los movimientos que realiza el ani-
mal durante el ciclo suefio-vigilia.
Posteriormente, se realizaron los
implantes en cuatro ratas basindo-
se en el manual de laboratorio de
Skinner, |.E. (1975): primero se pesé
a la rata para la determinacion de la
dosis de anestésico barbitirico; una
vez que el animal estuvo anes-
tesiado, se le afeitd la parte superior
de la cabeza para reducir al minimo
la posibilidad de una infeccién y para
facilitar la intervencién quinirgica,
enseguida se mont6 al animal en el
estereotéxico sujetdndole la cabeza



por los conductos auditivos y por el
maxilar superior con el fin de man-
tener la cabeza inmavil, después se
procedié a hacer una incisién para
dejar visible el craneo, se localizaron
las suturas craneales bregma y
lambda y se hizo el marcaje para el
barrenado de los trépanos en los cua-
les se colocaron los tornillos, se utili-
zaron las coordenadas +1.5
anteroposteior, 4/~ mediolateral y -

4.5 dorsoventral con respecto a
bregma; enseguida se hicieron cuatro
trépanos en los cuales se colocaron
tornillos, y dos més para las cnulas,
se les colocé acrilico para fijarlas bien
al créneo y se colocd el electrodo in-
sertando los cables en las partes co-
rrespondientes, se fijé con acrilico y
se suturd la incisién. La rata se dejé
recuperar bajo luz para mantener la
temperatura corporal constante.

Resultados

Los implantes de electrodos en el
cerebro de la rata se realizaron sin
ningtin problema. Los electrodos y las
cdnulas fueron bien fabricados, ya
que se pudieron implantar de una
manera adecuada en la corteza cere-
bral y en el musculo. Esto permitird
que el electroencefalograma registre
correctamente la actividad cerebral de
la rata durante el ciclo suefio-vigilia.

FIGURA 1. Cortes del NTPP para mostrar las diferentes técnicas histolégicas.
A, localizacién anterior del Nicleo Tegmental pediinculo Pontino con la técnica de violeta de cresilo; B, células

transplantadas con la técnica de

NADPH diaforasa donde se observan también las células marcadas con bisbenzimida en la

parte inferior izaquierda; C, localizacién posterior del Nucleo Tegmental Pediinculo Pontino con la técnica de
inmunohistoquimica para GAD; D, células marcadas con bisbenzimida en el lugar del transplante, y vistas por microscopia

de fluorescencia.
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DISCUSION
Experimento |

Delgado, et al (1998) menciona
que la aplicacién de la inmunocito-
quimica ha permitido ir més alla de
la mera estructura haciendo posible
el avance en el conocimiento de la
localizacién y caracterizacion quimi-

ca de poblaciones neuronales y de su
imbricacién en los circuitos cerebra-
les. Esto se pudo comprobar en este
experimento ya que esta técnica nos
permitié observar las células en el
lugar del transplante, incubando el
tejido con una solucién de anticuer-
po primario que, como menciona
este autor, se une a la molécula que
se desea identificar, y después con

un anticuerpo secundario, que a su
vez reconoce ¢l anticuerpo primario
Este mismo autor nos dice qu la ob-
tencién de anticuerpos contra
neurotransmisores, 0 sus enzimas,
ha permitido ubicar y caracterizar
maorfolégicamente poblaciones
neuronales que expresan un deter-
minado neurotransmisor, la enzima
productora de GABA.

FIGURA 2. Cortes del NTPP para mostrar el lugar del transplante.
A, células transplantadas en el Nicleo Tegmental Pediinculo Pontino; B, se muestran las mismas células a un mayor aumen-
to; C, microscopia de fluorescencia que muestra al transplante marcado con bisbenzimida fuera del Niicleo Tegmental
Pedinculo Pontine; D, microscopia de fluorescencia que muestra al transplante marcado con bisbenzimida en el Niicleo

Tegmental Pediinculo Pontino.



Por otro lado, la utilizacién del
marcador bisbenzimida al momen-
to del transplante permiti6, gracias
a la microscopia de fluorescencia,
observar el lugar del transplante y la
migracién de algunas células después
de la operacién. Esto fue de gran ayu-
da ya que se puede tener la certeza de
que el transplante fue realizado en el
nucleo tegmental pediinculo pontino
y no en otra drea del cerebro.

Asimismo, la técnica de violeta
de cresilo permitié evaluar tanto la
condicién del transplante como del
tejido huésped. En este sentido la
técnica histoquimica de NADPH-
diaforasa indicé que no hubo dife-
rencias en esta poblacién celular en-
tre los animales transplantados e in-
tactos. Este resultado indica que el
tejido huésped no fue afectado de
manera adversa por el transplante.

Experimento II

Delgado, et al (1998) menciona
que para la caracterizacién desde el
punto de vista electrogréfico del sue-
fio y sus etapas se utilizan los regis-
tros poligréficos. Estos registros re-
cogen simultdneamente indicadores
de suefio, como lo son el electroen-
cefalograma (para la actividad eléc-

trica cerebral), el electroculograma
(para los movimientos oculres) y el
electromiograma (para la actividad
muscular antigravitatoria). En este
experimento se pretende evaluar la
actividad electroencefalogréfica y
electromiografica, por medio del po-
ligrafo, durante el ciclo suefio-vigi-
lia de la rata albina. El mismo autor
menciona que los estados de vigilia
y del suefio responden a la actuacion
e interrelacién de poblaciones celu-
lares del sistema nervioso central.
En las poblaciones neuronales que
tienen un papel activo y critico para
la generacién de estos estados ope-
ran distintos sistemas de neurotrans-
misores. Respecto a las relaciones del
GABA y el suefio lento, se considera
que la actuacién de este neurotrans-
misor puede ir més allé de la genera-
cién de los husos de suefio, ya que la
proporci6n de neuronas que contie-
nen GABA es muy alta en el sistema
nervioso central. Es muy posible que
neuronas GABAérgicas sean las en-
cargadas de inhibir la transmision y
actividad de neuronas del sistema
reticular ascendente de activacion
que proyectan a tilamo y corteza
cerebral para que pueda aparecer el
suefio. Es por esta razon que se cree
que el NTPP tiene alguna relacion en

la regulacién de la vigilia y el suefio,
ya que este nicleo recibe inervacién
de neuronas GABAérgicas.

CONCLUSIONES
Experimento |

Las técnicas utilizadas en este
proyecto fueron de gran importan-
cia para la localizacién de la pobla-
cién celular transplantada, asi como
para calcular el nimero de células
NADPH-d positivas.

El total de las células positivas a
NADPH-diaforasa de las ratas
transplantadas y el de las ratas con-
trol a partir del nivel marcado oscilé
entre las 95 y 160 células.

Experimento II

Se implantaron favorablemente
cuatro electrodos en la superficie
superior de la cabeza, para posterior-
mente realizar el registro de la acti-
vidad cerebral durante el ciclo sue-
fio-vigilia de la rata albina,

Se fabricaron electrodos y
cénulas, los cuales fueron utilizados
en las cirugias de implante.
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viamente gelatinizados y déjense secar de 3 a 5 dias.

Incubar los cortes en clorofdrmo absoluto durante

30 minutos bajo la campana de extraccién.

Pasar los cortes por las siguientes soluciones:

a) Alcohol 25% 2 min.

b) Violeta de cresilo 7 min. (0.25 g. en 100 ml de
alcohol al 25%).

¢) Alcohol 50% 30 seg.

d) Alcohol 70% 5 min.

e) Solucién diferenciadora (300 ml de alcohol al 70%
con 10 gotas de dcido acético) hasta que vire el
color,

) Alcohol 95% 1 min.

g) Alcohol absoluto 1 min.

h) Alcohol: Xilol 2 min.

i) Xilol 2 min.

Cubrir los cortes con resina y observar al microsco-

pio.

Inmunohistoquimica para GAD:

. Someter los cortes a 4 lavados de 10 min. en TBS.
Pasar a Borohidrato de sodio 0.5% durante 15 min.
Repetir el paso 1.

Pasar a 1% H202 en TBS por 30 min.

Repetir el paso 1.

Pasar a 1% DMSO en TBS durante 10 min.
Repetir el paso 1.

Pasar a 3% Suero en TBS durante 30 min.

Hacer 2 !avados de 10 min. en TBS.

Anncuerpo ‘
10. Poner en una dilucién 1:1000 de GAD en 1% Suero

en TBS. Agitar durante 48 hrs, a 4°C.

., APENDICE ,
TECNICAS HISTOLOGICAS
Violeta de Cresilo: 11. Hacer 4 lavados de 15 min. en TBS.
1. Montar los cortes histol6gicos en portaobjetos pre- | 12. Incubar con ABC a temperatura ambiente durante

90 min.

13. Repetir el paso 11.
14. Incubar con DAB durante 10 minutos o hasta ver

que ya reacciono,

15. Hacer 4 lavados de 10 min. en TBS.
16. Observar al microscopio.

Histoquimica para NADPH-diaforasa:

1.

Los cortes se enjuagan tres veces en un frasco de cen-
telleo con una solucién de Tris-HCl 0.1 M sustra-
yendo el exceso del Tris-HCl en cada enjuagada.
Pasar los cortes a la solucién de reaccién e incubar a
87°C a Bario Maria durante 90 minutos con agita-
cién constante,

Al finalizar la reaccién enjuagar los cortes con agua
destilada y montar en portaobjetos previamente
gelatinizados, se dejan secar y se cubren con
permount y cubreobjetos.

Bisbenzimida:

A

2.

= w

Se preparan las células a transplantar y se realiza el
conteo.

Se resuspenden las células en un volumen adecuado
de medio de cultivo con una concentracién de 5 mm
de bisbenzimida.

Se incuban a 39.9°C por 30 minutos.

Se centrifugan y se hacen 3 lavados con medio de
cultivo completo.

Se resuspenden en un volmen de medio adecuado
para obtener una concentracién de 400,000 cel/ml o
la concentracion adecuada. -
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