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ASPECTOS DEL METABOLISMO DEL ACIDO GLIOXILICO EN EL

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA RATA

INTRODUCCION

El &cido glioxilico es un metabolito muy versdil, condituido por
un grupo adehido y otro carboxilo, que puede intervenir en numerosas reacciones

y Vias metabdlicas
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La exigencia de vias metabdlicas en las que esta molécula esta
involucrada fue primeramente puesta de manifieto en becterias, plantas y
animaes invertebrados (Quayle y cols, 1961; Yanagihara y cols, 1984,
Bdmforth y Thomson, 1984; Husic y Tolbert, 1987, Paszkowski y cols., 1989;
McCammon y cols, 1990; Paszkowski y cols, 1990; Kim y Smith, 1994; Liu y
cols, 1995; Hagishita y cols, 1996) y posteriormente en animaes vertebrados y

en humanos (Takada y cols, 1984; Maul y Schuster, 1986; Davis y col., 1989;



Wanders y cols,, 1990; Yamagawa y cols.,, 1990; Davis y cols., 1992; Petrarulo y

cols,, 1992; Purduey cols,, 1992; Sharmay Schwille, 1992; Andy y cols., 1995).

El glioxilato puede ser dntetizado y catabolizado a través de
diversas vias metabdlicas (Manneerts y Van Vedhoven, 1993; Fujiwara y
Noguchi, 1995; Sakuraba y cols., 1996; Danpure, 1997; Masters, 1997; Poore y
cos, 1997) en las que intervienen diversas enzimas (principdmente
deshidrogenasas Yy  transaminasas), (que patidpan en la  dlicoligs
gluconeogénesis, ciclo de Krebs (shunt del glioxilato), degradacion de purines,
metabolismo de lipidos, y en la trandformacion de glicina y de otros aminoécidos
(Yanagihara 'y cols., 1984; Takada y cols, 1984; Bamforth y cols,, 1984; Maul y
Schuster, 1986; Paszkowski y Niedzielska, 1989; Davis y cols., 1989; PaszkowskKi
y Niedzidska, 1990; Wanders y cols, 1990; Bradbury y Smyth, 1991; Davis y
Goodman, 1992; Andy y cols, 1995; Sakuraba y cols, 1996; Hagishita y coals,,

1996).

Muchas de las actividades metabdlicas desarrolladas por €
glioxilato se redizan con intervencion de los peroxisomas, habiéndose observado
gue edas ultraedtructuras son los Stios mas importantes en la formacion de las
glioxilao-transaminasas (Takada y cols, 1984; Andy vy cols, 1995; Sakaruba y

cols, 1996; Theron y Papendorp., 1996; Master, 1997). La fiabilidad de la



hipétess de que la edtructura y funcidn de los peroxisomas esté implicada en

enfermedades humanas ha sdo sugerida recientemente (Wilson, 1991).

Los peroxisomas son edtructuras citoplasméticas  ubicuamente
presentes en los seres vivos. Las funciones metabolicas de estos organulos
incluyen la sinteds de plasmadgenos y de otros édteres lipidicos, la beta
oxidacion, especidmente de &cidos grasos de cadena larga y sus derivados, la
inactivecion de perdxido de hidrégeno por la catdasa peroxisdomica, la
gluconeogénesis, € catabolismo de purinas y poliaminas, y la detoxificacion dd

etanol (Therony Van Papendorp, 1996).

Investigaciones redlizadas en higado de peces (Sakaruba y cols,
1996) han demostrado que en los peroxisomas € glioxilato se conviete en
glicna por la accion de la danina-glioxilato aminotranderasa, para la
reutilizacion de los cabonos de la purina Por otra pate, también se ha
demostrado que muchas hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento
son péptidos que llevan un grupo amino en su carbono termina que es esencid
para desarrollar su actividad bioldgica, y que dichas moléculas se forman a partir
de un precursor que se hidroxila en su resduo glicina, ocurriendo luego que d
derivado hidroxiglicina se disocia para formar € péptido amidado y &cido

glioxilico (Bradbury y Smyth, 1991).



El incremento de la concentracion dd é&cido glioxilico, como
consecuencia de la deficiencia de vias metabdlicas catabdlicas implicadas en
dicho caabolismo (especidmente de  actividades deshidrogenasas
transaminasas), puede dar origen a procesos patoldgicos como hiperoxaurias
(Frydl, 1987, Sidhu y cols, 1987, Watts, 1992; Agamanolis y cols, 1993;
Danpure, 1987, 1989, 1993, 1996, 1997, 1998) o manifestaciones neuroldgicas
(Mahul y cals, 1993). Por otra parte, la deficiencia de los procesos enziméticos
implicados en la dintesis dd acido glioxilico pueden también ocasionar disturbios
de las funciones bioldgicas, ya que se detendrian procesos, que como las
transaminaciones, son necesarias para la formacion de moléculas biolGgicamente

activas o para bloquear la actividad de otras moléculas aminadas.

Se ha demostrado, ademas, que la transaminacion de acido
glioxilico con moléculas aminadas puede desarrollarse con 0 sn intervencion de

actividades enzimaticas (Dixon y Fidds, 1972; Baisy cols,, 1991).

El hecho observado de la formacion de compuestos fluorescentes
como consecuencia de la reaccidn quimica entre d acido glioxilico y aminas
biégenas neuroactivas (Bjorklund y cols, 1972; Lindwal y Bjorklund, 1974
y1983) ha inducido a utilizar esta reaccion para determinar la locdizacion de
edructuras nerviosas monoaminérgicas, locdizacion que se ha comprobado es de

gran fiabilidad (Small y cols., 1990; Felten y cols.., 1990; Machado y cols 1998).



La transaminacion “in vitro” producida entre € &cido glioxilico y
moléculas aminadas ha Sdo descrita y expresada esquematicamente por Fields y

Dixon (1971) y Dixony Fidds (1972)

R
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Diversas invedigaciones han demodrado que d &cido glioxilico
puede también actuar como subdtrato para la actividad de enzimas
deshidrogenasas u oxido-reductasas. Estas deshidrogenasas pueden actuar en
presencia de NAD, NADP o FMN, segin € tipo de deshidrogenasa a considerar

(Bamforth y Thomson, 1984; Husicy Tolbert, 1987; McCammon y cols., 1990)



ESQUEMA DE MAPA METABOLICO

Malato sintetasa Malato-DH

a) Glioxilao €¢——» Mdao € Oxdaceao

NAD «¢—p NADH+H"

Lactato-DH

b) Glioxilato < » Oxdato

NAD «€4—» NADH+H"

Glioxilato-DH (Acylating)

C) Glioxil#do ~¢————p Oxdato
NAD(P) g——p NAD(P)H+H"

Glicolato oxidoreductasa

Glicolato < » Glioxilao

NAD < > NADH + H*

(5)-2-Hidroxiacido-DH
d Glioxilao <*——»  Oxdao

FMN €—P»FMNH+H"




A pesar de haberse demostrado la existencia de dteraciones de la
actividad de dgunas de las enzimas implicadas en & metabolismo dd &cido
glioxilico en digurbios dd sstema nervioso (Frydl, 1987; Sidhu y cols, 1987,
Watts, 1992; Agamanolis y cols, 1993; Mahul y cols, 1993; Danpure, 1997),
hasta d momento, exisen muy pocas invesigaciones que hayan reveado la
locdizacion de dgunas de esas actividades enziméticas, a nivel microscopico y
ultramicroscopico, en € sstema nervioso central tanto en estado norma como en
d experimentd (Martinez~Rodriguez y cols, 1996, 1997, 1998; Grgera y cols,

2000).
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OBJETIVOS

1.

Invedigar la locdizacion dd  Glioxilato-deshidrogenasa en €
cerebro, cerebelo y médula oblongada de rata durante €

desarrollo, mediante métodos histoenzimol égicos.

Invesigar la locdizacion de moléculas derivadas de la
transaminacion de glioxdao con moléculas aminadas. Dicha
investigacion *e desarrollara mediante métodos
inmunohistoquimicos en € cerébro, cerebdo y médula
oblongada de ratas durante € desarrollo, tanto a nive de

microscopia Gptica como electrénica

Los resultados obtenidos podran ser utilizados para ser
comparados con los obtenidos en d futuro en condiciones

patologicasy experimentales.

12
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MATERIAL Y METODOS

A.- Localizacién histoenzimol dgica de Deshidrogenasas y Oxidoreductasas

La investigacion de edtas vias catabdlicas, desde @ punto de vidta
de la metodologia hisoenzimoldgica, debe <Olo referirse a la actividad
deshidrogenasa y oxidoreductasa que intervienen directamente sobre € é&cido
glioxilico, y no sobre agin otro metabolito formado desde € &cido glioxilico en

otraviametabdlica

Para desarrollar edta investigacion se utilizan secciones histoldgicas
de 10 ?m de espesor procedentes de diversas regiones del cerebro (areas
prefrontal, frontoparietal, tempora y occipita) y nicleos subcorticales, cerebeo y
médula oblongada de grupos de cinco ratas cada uno, perfundidas via arteria
aorta, primero con 100 ml de una solucién de NaCl ddl 0,9% y posteriormente con
300 ml de una solucidn fijadora de paraformadehido del 4% (w/v) en 0,1 M de
tampon fodfato (PB), pH 7, previamente anestesadas por via intraperitonea con

Equitesin (Jansen lab. U.S.A.) (60 mg. Kg?).

Lacomposicion dd Equitesin es:

- Pentobarbital. 0,977 gr en 11,5 ml de acohol de 90%.

14



- Hidrato de clord. 4,25 gr en 428 ml de propilenglicol o
propano, 1-2, didl.

- Sulfato de magnesio. 2,126 gr en 25 ml de H,O destilada

- Afadir H,O dedilada hasta 100 ml. Neutrdizar la solucion y

conservar protegidade laluz.

Las secciones higtoldgicas fueron obtenidas con microtomo de
congelacion Letz. En estos grupos de ratas la perfusion fijadora se redizd durante
unos 30 min, d cabo de los cuaes los cerebros fueron extraidos de la cga craned,
y luego fueron podtfijados durante 3 horas a 4° C con @ mismo fijador. Esos
cerebros fueron luego lavados durante toda la noche con tampon fosfato 0,1 M,
pH 7, en frigorifico a 4-8 °C. Pasado ese tiempo, se obtuvieron las secciones
higtoldgicas, redizando 3 lavados de las mismas de 30 minutos cada uno con

tampon fosfato (PB) 0,1 M, pH 7.

Otros grupos de ratas fueron igudmente anestesadas con
Equitesin, pero no pefundidas con fijador. Esas ratas fueron decepitadas y los
cerebros fueron extraidos y enfriados mediante inmersién en nitrégeno liquido, y
secciones de 5 ?m fueron obtenidas con un criostato (American Optica

Corporation U.S.A.) a-25°C.

15



Todas edas invedigaciones han ddo llevadas a cabo sobre

secciones histologicas procedentes de ratas macho Wistar de 10 dias de edad, 30

diasde edad y 1 afio de edad (lotes de 5 ratas por cada edad y por duplicado).

Medios histoquimicos

Las secciones higolégicas de ambos grupos de ratas fueron

incubadas durante 30 y 15 minutos, respectivamente, a 37°C en los sguientes

medios histoquimicos

Medio |

Acido Glioxilico, s sodica (Sigma Chem.)

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (Sgma Chem.)

Nicotinamide adenine dinucleotide (?-NAD) (Sgma Chem.)

Tampon Fosfato (PB) 0,1 M pH 7,4

Medio Il

Acido Glioxilico, sdl sidica

NBT

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (?-NADP) (Sgma Chem.)

PBO1M,pH 74

10,0mM
0,6 mM
15mM

Xml

10,0mM
0,6 mM
15mM

Xml
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Medio Il

Acido Glioxilico, sal sodica 10,0mM
NBT 0,6 mM
PBO1M,pH 74 Xml
Medio 1V

NBT 0,6 mM
?-NAD 15mM
PBO1M,pH 74 Xml
Medio V

Acido Glioxilico, sdl sodica 10,0mM
NBT 0,6 mM
?-NAD 15mM
PBO1M,pH 74 Xml
Oxdacetato sodico (Sigma Chem.) 10,0mM

En este caso las secciones histologicas fueron preincubadas durante

15 minutos, a 37° C, en una solucion de oxaacetato sodico 10,0 mM, pH 7

17



Medio VI

Acido Glioxilico, sd sidica 10,0mM
NBT 0,6 mM
?-NAD 1'5mM
PBO1M,pH 74 Xml

Acido oxamico, sal sodica (Fluka Chem.) 30,0mM

En este caso las secciones histoldgicas fueron preincubadas durante
15 minutos, a 37°C, en una solucion 30,0 mM de sal sodica de &cido oxamico de

pH 7.

Los medios | y Il fueron utilizados para investigar la actividad
deshidrogenasa directa sobre d &cido glioxilico en presencia de ?-NAD y de ?-
NADP respectivamente. Los medios Ill y IV fueron consderados como controles
de dicha activided. EI medio V fue utilizado para determinar la activided de la
glioxilato deshidrogenasa en ausencia de actividades malato-sntetasa y maato-
deshidrogenasa, ya que d oxdacetato es un inhibidor de dichas actividades. El
medio VI fue empleado para revear la actividad glioxilato deshidrogenasa sSn
intervencion de la lactato-deshidrogenasa, enzima que puede actuar sobre €
glioxilato. Ede medio contiene &cido oxamico que es un inhinidor de la lactato-

deshidrogenasa.
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Las secciones higtoldgicas después de incubadas fueron lavadas
con tampén fosfato 0,1 M, pH 7, y luego deshidratadas con acoholes de

concentracion creciente, aclaramiento con xilol y montgje con DPX.

Otras secciones histolégicas, pertenecientes a los cerebros de los
grupos de ratas ck diferentes edades, fueron incubadas en otro medio (medio VII),
en las mismas condiciones ya descritas para la glioxilato deshidrogenasa, para
invedtigar la actividad de la enzima glicolato-glioxilato éxido reductasa y, por

tanto, 5 € glicolato puede ser una fuente de sintesis de &cido glioxilico.

Oxido-reductasa

Glicolato < > Glioxilato
NAD(P)€¢—» NAD(P)H+H"

El medio deincubacion, Medio V11, estaba constituido por:

Acido Glicdlico, sd sodica (Sigma Chem.) 10 mM
NBT 0,6 mM
?2-NAD (0 ?-NADP) 1'5mM
PBO1M,pH 74 Xm

Todos estos medios de incubacion fueron preparados con arreglo a
las directrices propuestas por Pearse (1980) para la investigacion histoquimica de

deshidrogenasas y oxidoreductasas NAD o NADP dependientes.

19



B.- Localizacion de moléculas originadas por Transaminacion del &cido

glioxilico

Para invedigar la presencia de moléculas originadas como
consecuencia de la transaminacion entre d &cido glioxilico y moléculas aminadas
hemos desarollado € méodo inmunohigoquimico PAP (método Peroxidasa-

antiperoxidasa: Sternberger, 1979).

Sintesis de lamoléculainmunizante

De acuerdo con las investigaciones de Fidds y Dixon (1971) y
Dixon y Fedds (1972), 1mg de Albimina Bovina (BSA: Sigma Chem) fue
incubada, durante 60 minutos a temperatura de 20° C, con 1 ml de una solucion de

pH 5,5 que contenia

?? 2,0 M de acetato sodico (Sigma Chem.)
??  0.4M deécido acético glacia
?7?  0.2M dedlioxilato sidico

?7? 5mM de CuSO..

El oconugado o molécula inmunizante fue adado mediante

cromatografia de intercambio idnico.

20



Inmunizacion de animdes

5 congos dbinos fueron inmunizados cada 3 semanas mediante
multiples inyecciones intradérmicas ded  conjugado o molécula  inmunizante
emulsonada con Adyuvante de Freund (completo la primera vez e incompleto bs
sucesvas). Tres meses después de la primera inmunizacion se obtuvo suero

sanguineo de los animaes, que fue convenientemente testado.

Aidamiento o Purificacion dd antisuero

El suero de congjo obtenido se mantuvo a 50°C durante 1 hora con
la findidad de diminar las proteasas presentes, que podrian ocasionar la
degradacion del anticuerpo. Pogteriormente se enfrio a 5°C  y se centrifugd a

4.500 r.p.m.

Las 1gGs contra € complgo glioxilato-BSA se aidaron haciendo
pasar € suero por una columna de sefarosa-4B, activada con CNBr, a la que se

acopl6 d complgo glioxilato-BSA.

Varias concentraciones de los sueros (1:50 a 1:2.000) fueron

testados en d método ELISA (Stoker y cols, 1981), en d méodo inmunodifusion

y en € de Hodgson y cols. (1985). La actividad inmunolégica fue testada contra

21



BSA, oonjugado glioxilaio-BSA, tiroglobulina 'y  conjugedo  tiroglobulina-
glioxilato (este Ultimo conjugado fue sintetizado o mismo que  BSA-glioxilato).

Como controles se utilizaron sueros de congos no inmunizados frente a complgo
glioxilao-BSA y sueros de congos inmunizados contra € complgo glioxilato-
BSA, peo después de hacerlos pasar a través de una columna de sefarosa,

activada con CNBrr, ala que se acopl6 € compleo glioxilato-BSA.

Los test de ELISA e inmunodifuson son bien conocidos y no
necesitan ser descritos. El test de Hodgson y cols. (1985), en cambio, interesa ya
Que testa un antisuero en unas condiciones muy semgantes a las que s

desarrollan en d medio inmunohistoquimico.
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TEST DE HODGSON (Técnica de Dot Blot)

1) Incubar 1 noche tiras de papel de nitrocdulosa en solucion de Poli-I-lisna
(100 ?g/ml) atemperatura ambiente.

2) Lavar 3 veces (10 min cadavez) con agua destilada.

3) Traar 60 min con solucion dd 10% de glutarddehido en tampén NaOH-
KCl 0.2 M (pH=10).

4) Lavar tresveces (10 min cadavez) con € mismo tampdn.

5) Lavar tresveces (10 min cadavez) con H,O destilada.

6) Degar secar.

7) Se depogtan en las tiras de papel de nitrocdlulosa 0.5 ?I de los compuestos
gue sevan atestar y se dgjan secar

8) Tratar tres veces (10 min cada vez) con solucion 0.1 M de L-ligna en
tampdn bicarbonato sodico pH=8.3-8.5.

9) Lavar 6 veces (5 min cada vez) con tampon fosfato 0,1M pH 7,4 que
contenga TRIS (10 mM) y KCI (5.4 mM) (TPBS, pH=7.2-7.4).

10) Tratar lastiras de papel con la solucion de gelatina (3%, p/v) y dgar secar.

11) Depositar 0.5 a 1 ?| dd antisuero diluido en TPBS o introducir las tiras
enteras en la solucion del antisuero, dgando reaccionar toda la noche a
temperatura ambiente.

12) Lavar 6 veces (5 min cadavez) con TPBS.

13) Tratar con 1gG anti-rabbit 1/30 durante 2 horas.

14) Lavar con TPBS (6 veces, 5 minutos cada vez).

15) Tratar con PAP-rabbit 1/50 durante 120 minutos.

16) Lavar con TPBS (6 veces, 5 minutos cada vez).

17) Traar con solucion DAB (diaminobenciding) 0.05% en tampdén TRIS (50
mM, pH=7.4) durante 5 minutos.

18) Tratar durante 5 min con la solucién de DAB que contenga 0.1% de H,O-.

19) Lavado
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Reaccion Inmunohistoquimica

A). Grupos de 5 ratas macho Wistar de 10, 30 y 365 dias de edad
fueron también anestesiadas con 60 mg/Kg de Equitesin (Jansen Lab. USA),

mediante inyeccion intraperitoned.

A continuacion las ratas son  pefundidas transcardidmente,
primero con solucion 0,9% de NaCl y luego con una solucidn fijadora condtituida
por 4% de paraformadehido en 0,1 M de PB, pH 7,4. El proceso de perfusion

duré de 15 a 30 minutos.

B). Otros grupos de ratas de las edades mencionadas fueron
igudmente anestesiadas y perfundidas, pero en estos grupos la solucion fijadora
estaba condgtituida por 4% de paraformadehido, 0,1% de glutaraldehido y PB 0,1

M, pH 7,4.

Después de la fijacion los cerebros fueron extraidos del craneo y

podfijados 4 horas a 4°C en solucion fijadora que solo contenia 4% de

paraformaldehido en PB 0,1 M, pH 7,4.

C) Otros grupos de ratas fueron perfundidas como en A) y B), pero

el tiempo de postfijacion de los cerebros vario entre 14 horasy 15 dias.
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Pasado ese tiempo de postfijacion los cerebros se dgaron toda la
noche a 4° C en Tampdn Fosfato Salino 0,1 M, pH 7,4 que contenia 2,3 M de

Sacarosa.

Secciones higtoldgicas procedentes de las diversas regiones de
cerebro, cerebelo y médula oblongada fueron obtenidas mediante un vibratomo o
un microtomo de congelacion. Las secciones de 10 a 20 ?m de espesor se lavaron
3 veces (20 minutos cada vez) con tampon fosfato sdino 0,1 M, pH 74, y luego
fueron procesados con arreglo d méodo inmunchistoquimico PAP (Sternberger y

cols,, 1979) de lamanerasiguiente:

- Las secciones higologicas se mantuvieron en suero norma de
cabra, diluido en la proporcion /50 en PBS durante 60 minutos

y atemperatura ambiente. Setirael suero de cabrasn lavar.

- Seincuban con @ primer anticuerpo (suero purificado obtenido
por nosostros), haciendo digtintas diluciones: 1/50, 1/100, 1/500
y 1/1000, manteniéndolas en camara fria y agitacion durante 12

a24 horas.

- Lavar con PBS tres veces durante 15 minutos cada vez.
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- Incubar durante 2 horas con @ segundo anticuerpo (cabra-

anticongjo) con dilucion 1/50 en PBS.

- Lavar con PBS tres veces durante 15 minutos cada vez.

- Incubar con PAP-rabbit diluido 1/300 en PBS durante 2 horas.

- Lavar con PBS tres veces durante 15 minutos cada vez.

- Preincubar 10 minutos en DAB (6 mg) + PBS (10 ml).

- Incubar entre 5y 10 minutos en una solucion que contenga:

?? 3mgde DAB.

?? 5ml dePBS

?? 0,01 ml de una solucion hecha con Iml de HO»

(100%) en 9 ml de H,O destilada.

Cuando == aprecia la reaccidn inmunoldgica en las secciones

higoldgicas, que suedle producirse entre 5 y 10 minutos, se para la reaccion

lavando con PBS.
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Las secciones se deshidratan con acoholes de concentracion
creciente y luego se montan en basamo de Canada para su observacion con €

microscopio optico.

ESQUEMA DEL METODO PAP (peroxidasa-antiperoxidasa)

X X +%n£ &J—L%
- A A

X
BEANEVANEA
robbit

Teiido Antigeno-X i X (RAX) Antigenodel tejido queligaal RAX
ahti

PAP +

f®® (GGozk?nti -Rabbit

P

RAX
% RAX
W
A FAN - - A A
GAR seune a PAP PAP GAR seliga al RAX

@

M étodo PAP adaptado por Sterberger, 1974
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Como = ve en d exquema, los antigenos especificos en las
secciones histolégicas se locdizan mediante la aplicacion dd antisuero preparado
contra dicho antigeno y procedente del congo. A continuacion se incuban con

anticuerpo de cabra-anticongo, que formara un segundo acoplamiento.

El complgo PAP s une d segundo anticuerpo, formandose una

macromoléculaen € lugar del tgido, donde se encuentra e antigeno.

La peroxidasa dd complgo PAP reacciona con H,O, y d DAB
(diaminobenciding), formandose polimeros que se ven como precipitados de color
marron en & microscopio Optico. Dicha polimerizacion se  incrementa  por
oxidaccion en presencia de OsO4, origindndose a su vez Os0,, opaco a los

electrones, necesario parala buena visualizacion con € microscopio dectrénico

Dichareaccion tiene lugar de laSiguiente manera:

peroxidasa

H,O, + DAB . H,O + DAB (polimerizado marrén)
DAB =3, 3 - diamino-bencidina

0OsO, + DAB —> 0s0, + DAB

(polimerizado +) (opaco alosel ectrones) (polimerizado +++)
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NHz NH2
DAB

® NHz NH2 + Oxidacion

NHZ NHZ

/ N :©=—<:/>=N \ + Oxidocién por 0sQ,

Polimero Osmidhilo

0Os0O2

N + Osmioc negro

Politnero cichco

Secciones control fueron procesadas con @ mismo méodo PAP,

pero con las modificaciones Sguientes:

a Incubacion de las secciones con suero no inmunizedo de
congo, en vez del suero de congosinmunizados.

b) Incubacion de las secciones con suero de congo anti-BSA
(Sigma Chem.) en vez dd suero especifico.

C) Secciones procesadas sin ser incubadas con e suero especifico.
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Paa redizar la invedigacion inmunohisoquimica a nive de
Microscopia Electronica, las secciones fueron post-tratadas, 1 hora a temperatura
ambiente, con solucion 1% tetradxido de osmio, y luego deshidratadas con
concentraciones crecientes de etanol, conteniendo 1% de acetato de uranilo €
etanol de 70%. Después de que las secciones fueron tratadas con etanol del
100%, dlas fueron embebidas en arddita (Fuka Chemic. AG) y luego cortadas
con ultramicrotomo LKB IlI, obteniendose secciones semifinas (2 ?m.) que
fueron examinadas con microscopio dptico. Las partes de las secciones semifinas,
previamente teflidas con azul de toluidina, que mostraron interés a  ser
examinadas con € microscopio Optico, debido a que en édlas exidia
inmunoreaccion, fueron sdleccionadas y reembebidas en arddita, obteniéndose, a
partir de esos fragmentos, secciones ultrafinas que, después de contrastadas con
solucion de citrato de plomo, fueron vistas con d ultramicroscopio (Microscopio
Electronico JEOL JEM 1200 EXII). Otras secciones ultrafinas fueron examinadas

sin haber sdo contrastadas con citrato de plomo.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Reacciones Histoenzimol 6gicas

Las propiedades biologicas de las sdes de tetrazolio fueron
descritas por primera vez en 1941 (Kuhn y Jerchd). Se trata de compuestos
heterociclicos solubles en agua y préacticamente incoloros cuando se encuentran en
forma oxidada, pero que a reducirse se convierten en compuestos insolubles y
coloreados Ilamados formazanes. Algunas de estas sdes de tetrazolio pueden ser
reducidas mediante sstemas hioldgicos, 1o que las hace enormemente vaiosas
como reactivos en histoquimica para poner en evidencia la activided de las

enzimas deshidrogenasas.

Las sdes de tetrazolio derivan del tetrazolio o dd di-tetrazolio. En
el primer caso su reduccion da origen a un monoformazan de color rojo y en €

segundo a un di-formazan de color azul o violeta.

N N
R-C R" R-C NH - R"
DIAFOROSA +CIH
N N-R" N N-R"
o
MONOTETRAZOLIO MONOFORMAZAN
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Dentro de los ditetrazolios est&

NBT= cloruro de 2,2-di-p-nitrofenil-5-5-difenil-3,3'-  (3,3'-
dimetoxi-4-4'-bifenilene) - ditetrazolio, que es d ditetrazolio mas usado en

histoenzimol ogia

Reaccion histoenzimol égica postiva para glioxilato
deshidrogenasa fue visda en forma de depdsito coloreedo azul-violeta (NBT
reducido = Formazan) en las secciones histoldgicas en los medios |, V y VI, pero

no en los restantes.

deshidrogenasa (DH)

Substrato H™ + coenzima oxidada —y. substrato modificado + coenzimaH"™ + H"

NAD (P) NAD (P) H* +H*

DH (diaforasa)

CoenzimaH" + H" + receptor oxidado ——»  Receptor reducido + Coenzima oxidada

NAD (P H +H" (NBT) (NBT reducido=Formazan) ~ NAD (P)
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Esa reaccion fue vida postiva en € SN.C., tanto en los grupos de
ratas prefijadas con solucién de paraformadehido como en las no fijadas y
seccionadas con criostato. Dicha reaccion fue vista también postiva en secciones
procedentes de ratas de diversas edades, no encontrandose diferencias acusadas
entre los didintos grupos de animades. Se demostré que esa  reaccion
higoenzimolégica postiva es NAD-dependiente, y que revea actividad
deshidrogenasa exclusivamente dependiente de la accién directa de la enzima
sobre solamente @ &cido glioxilico, ya que dicha reaccion postiva fue observada
también en las secciones incubadas en presencia de inhibidores de las lactico y
mdico deshidrogenasas (oxdacetato inhibidor de la madato sntetasa y mdico
deshidrogenasa = Medio V, y &ido oxamico, inhibidor de la I&ctico

deshidrogenasa = Medio V).

Medio | + Medio IV -
Medio |l - Medio V +
Medio Il - Medio VI +




La incubacion de las secciones higtolégicas en  medio VII que
contenia glicolato sodico, en vez de glioxilato sodico, ?-NAD y NBT, no ocasiond
reduccion de NBT, lo cud indicd que no s mostrO postiva la actividad

glioxilato-glicolato oxidoreductasa.

Resccion higoguimica podtiva, reveladora de actividad glioxilato-
deshidrogenasa, fue vista en todas las regiones cerebraes etudiadas, tanto en la
corteza cerebra como en los nicleos subcorticales, asi como en d cerebelo y en

los nuicleos de la médula oblongada.

En la corteza cerebra esta reaccion fue encontrada postiva en
abundantes neuronas Stuadas tanto en la corteza prefrontal como en las cortezas

frontoparietd, tempord y occipital.

En la corteza prefronta esta reaccion postiva fue observada en
todos los tipos morfoldgicos de neuronas Situadas en todas las capas (de 1 a V1) de
las diferentes areas examinadas (media prefrontal cortex y &eas 24, 25y 32). La
reeccion se visudizO en d pericarion de neuronas piramiddes y no piramiddes,

asi como también en células glidesy en pared de capilares.

En las cortezas frontoparietd y tempord la  reaccion

deshidrogenasa poditiva fue vista especidmente intensa en neuronas dispersas de
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las &eas motora, somatosensorid, cingulada y entorhina, sendo dichas neuronas
més abundantes en las capas I, V y VI. Dicha reaccion fue visudizada en forma
de finos precipitados de NBT reducido (formazan) locdizados preferentemente en
e pericaion y en las prolongaciones neurondes. También han sido encontradas
pocas neuronas en las que la reaccion postiva estaba locdizada rodeando el
pericarion neurona y las prolongaciones. Asmismo, dicha reaccién postiva fue

observada asociada a culas glides y a pared de capilares.

En todas las a@eas de la corteza occipital fueron observadas también
abundantes y dispersas neuronas Situadas preferentemente en las capas 11l a VI,
provigtas de reaccion podtiva para glioxilato-deshidrogenasa en € pericarion
neurona y en las prolongaciones. De modo andogo a lo observado en la corteza
frontoparietd y en la tempord, agui también hemos visto neuronas en las que d
depésito de formazan edtaba Stuado en € borde del pericarion y de las
prolongaciones neurondes. También, d igud que en la corteza prefronta, en la
temporal y en la frontoparietal, en la occipitd se observd reaccion postiva en

células glidesy en lapared de capilares.

En todas las regiones corticdes estudiadas la mayor intensdad de
la reaccion fue encontrada en la cgpa Ill, en los denominados "barrd fidds' =

campos de barras.
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La reaccion higoquimica més intensamente podtiva de la
glioxilao-deshidrogenasa  fue observeda, sn embargo, en los ndcleos
subcorticales, pero con especid protagonismo en las neuronas de las siguientes

estructuras nerviosss:

?? Turbérculo olfatorio ?? Hipocampo

?? Nucleo accumbens ?? Ncleos hipotalamicos
?? Caudado-putamen ?7? Nucleos amigdaares
?? Nucleos olfatorios ?? Subdancianigra

?? Idotesde Cdlga ?? Nucleos habenulares

?? Nucleo de Mesner

En d ceebdo s observd reaccidon histoquimica postiva fuerte en
la capa granular y menos intensa en las cdulas de Purkinge, viéndose, en cambio,
mucho més dédil en la capa molecular y en las neuronas dli exigentes (cdulas
cesto y edreladas). En los nlcleos cerebelosos centrdes las neuronas ali

presentes exhibieron unaintensa reaccion positiva de glioxilato deshidrogenasa.

En todos los nucleos de la médula oblongada sus neuronas

mostraron también intensa actividad glioxilato deshidrogenasa representada por

un denso deposito citoplasmatico de formazan.
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No se encontré en cambio reaccidn histoquimica postiva en las
secciones  higoldgicas  incubadas con  glicolato para investigar la  actividad
glicolato éxido-reductasa, 1o que indicd que en las regiones cerebrdes estudiadas
no se produce sintesis de glioxilato a patir de glicolato por la accion de la

glicolato Oxido-reductasa.

Todos estos resultados fueron observados en todos los grupos de

ratas estudiadas.

Los resultedos de la invedigacion hisoenzimologica de la

Glioxilato-deshidrogenasa se representan graficamente en las figuras 1-22

38



Reaccion | nmunohistoguimica (= Reaccién | nmunocitoguimica)

El estudio de los test de especificidad ddl antisuero, obtenido de
congos inmunizados contra d complegjo glioxilato-BSA como consecuencia de un
proceso de transaminacion “in vitro”, reveld que dicho antisuero reaccionaba en
los test de ELISA e inmunodifuson (Figs. 23) con BSA y con los conjugados
BSA-glioxilao y tiroglobulina-glioxilato, pero no con tiroglobulina sola Ege
hecho demostré que dicho antisuero contenia anticuerpos contra &  hapteno,
independientemente de la presencia de anticuerpos contra la proteina que se
transaminG con d glioxilato (BSA) presente en d complgo usado en la
inmunizacion. El test de ELISA demostré que € poder inmunoldgico de dicho

antisuero se mostraba positivo en diluciones hasta 1:1000.

En d estudio dd test de Hodgson (Fig. 24), redizado sobre tiras de
papel de nitrocdulosa activadas con glutaraldehido, se observé que € antisuero
reaccionaba inmunolégicamente con BSA, con los complgos BSA-gdlioxilao y
tiroglobulina-glioxilato, pero no con tiroglobulina no transaminada con glioxilao.
Tampoco se observé reeccion  inmunoldgica positiva cuando d  antisuero
edudiado en este test habia sdo previamente preabsorbido haciéndolo pasar a
través de una columna de sefarosa a la cua se habia acoplado € conjugado BSA-
gliioxilao. En d tet de Hodson la actividad inmunolGgica dd antisuero s

encontrd también positiva hasta 1:1000.
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En las observaciones redizadas a través de microscopia dptica en la
region prefrontal del cerebro se encontré reaccion inmunohistoquimica positiva,
como consecuencia de una interaccion entre un antisuero, obtenido a partir de una
molécula consecutiva d desarrollo de un proceso de transaminacion entre € &cido
glioxilico y una molécula aminada, y una posible molécula semgante existente en
edructuras neurondes, preferentemente en las capas corticdes Il 1V, V y VI dd
cortex prefronta externo y dd medid prefronta cortex. El inmunoprecipitado fue
vido en vaios tipos neurondes, pero especidmente en neuronas de tamaio
mediano multipolaaes 0 edreladas. Se observaron  dos tipos de
inmunoprecipitados. una reaccion granular fing, Stuada gparentemente sobre la
membrana neurona externa, 0 un precipitado mas grueso, con aspecto de botones,
Stuado también sobre la membrana neuronal. No se encontraron gpreciablemente
neuronas inmunopostivas en las &eas corticdes 24, 25 y 32 Reaccion
inmunopogitiva fue también observada en cdulas glides y en paedes de
capilares. No se observaron reacciones inmunohistoguimicas podtives en las

preparaciones control.

En secciones semifinas (de 2 ?m de espesor) obtenidas a partir de
secciones histologicas procesadas con € méodo PAP y luego reincluidas en
addita y tefides con azul de toluiding la reaccion inmunohistoquimica fue
observada bgo dos aspectos. una reaccion densa en forma de botones gruesos

Stuados sobre la membrana dd cuerpo neurona, y una reaccion visudizada en
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forma de granulado més fino también Stuada en la periferia dd cuerpo neurond y
de las prolongaciones citoplasméticas. En agunas ocasones s observd una

intensa inmunoreaccion asociada acéulas glidesy alas paredes capilares.

La observacion con @ microscopio eectronico reveld la presencia
de reaccion inmunopaositiva en vari os Sitios Singpticos (vesiculas sndpticas 'y
membranas  dndpticas). Las terminaciones  nerviosas  mostraron  pues
inmunodepositos, pero dlos también fueron observados en neurotlbulos presentes

en fibras nerviosas amidinicas y milinicas.

La reaccion inmunohisoquimica en la corteza prefrontal esta

representada en las figuras 25-47.

En la corteza frontoparietd, la observacion con € microscopio
optico demostré, d igud que en la corteza prefrontd, la presencia de reaccion
inmunopositiva en neuronas ecasas Yy dispersas Stuadas principamente en las
capas corticaes Il a VI. Dichas neuronas presentan forma piramida o estrellada,
y estaban dtuadas en las &eas corticaes cingulada, motora, somatosensoria y
ofatoria.  El producto de la reaccion inmunocitoquimica se encontrd
preferentemente dtuado en la zona dd  peikaion neuronal y de las
prolongaciones, asi como también en adgunas céulas glides y en paredes de

capilares.
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En la obsavacion con € microscopio  dectrénico la
inmunoreaccion, a igud que en la corteza prefrontd, se locdizd en vesiculas
sndpticas Stuadas en terminaciones axodnicas que sSingptan sobre @ perikarion y

dendritas neuronaes. En las secciones control lainmunoreaccion fue negativa.

La reaccion inmunohigoquimica en la corteza frontoparietal puede

observarse en las figuras 48-64.

En todas las &reas de la corteza temporal se observo, también, la
presencia de reaccion inmunohistoquimica en neuronas Situadas en las capas Il a
VI, pero ela se vio especidmente intensa en la capa V. La identificacion de eta
reeccion en diferentes tipos morfolGgicos neurondes fue posble en racion con
la invedigecion de su forma y tamafio, piramiddes y no piramidaes,
observandose que edas Ultimas pertenecian a los tipos bipolar y edrdlado o
mutipolar. En la mayoria de edas neuronas la reaccion inmunopostiva se
obsarvo, en forma de granulaciones, especidmente intensa en la periferia dd
perikarion y de las prolongaciones neuronaes, d igud que lo observado en las
cortezas prefronta y frontoparietal. El estudio de las secciones semifinas con €
microscopio Optico demostré la presencia de inmunoprecipitados en la periferia
de las neuronas. Estos inmunoprecipitados fueron observados en forma de
pequefias vesiculas con centro claro u obscuro, que sugirieron su asociacion a

zonas dndptices. El edtudio de esas secciones semifinas con @ microscopio
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eectronico demostré la presencia de vesiculas sndpticas  inmunopositivas, 'y
membranas neurondes Sndpticas aamismo  con  reaccion  inmunocitoquimica
positiva. Muchos de los axones vistios estaban Stuados en singpsis de Gray tipo |,
pero s obsavaron también vesiculas sndpticas inmunopostivas en  Sngpsis

smétricas. En las regiones control la reaccion inmunocitoquimica fue negativa

En contraste con |o observado en la corteza cerebra, las neuronas
pertenecientes a la mayoria de los nlcleos subcorticdes estudiados nunca

presentaron reaccion inmunocitoquimica postiva.

Los resultados observados fueron también encontrados en todos los

grupos de ratas estudiados.

Nuestra investigacion redizada sobre @ hipocampo reved la
exigencia de muy escasas neuronas solamente en € edrato oriens y ninguna en
las demés capas. La cantidad de dichas neuronas aumentd € doble en €
presubiculum, subiculum y parastbiculum. En la region tempord, d hipocampo
mostré escasas neuronas con reaccion positiva en € edtrato oriens de CA1, CA2,

CA3y CAA4.

Las reacciones inmunohistoquimicas correspondientes a la corteza

tempord e hipocampo puede verse en las figuras 65-86.
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DISCUSION

Los resultados encontrados en la presente investigacion inducen

gue sean cons derados |os siguientes aspectos.

a) Exigencia en  Sgema Nervioso Centrd de mamiferos de diversas

vias metabdlicas que intervienen en e catabolismo dd &cido glioxilico.

b) Caracteridticas de lalocdizacion de alguna de esas vias catabdlicas.

c) Sgnificado de esas vias metabdlicas en d funcionamiento dd sstema

Nervioso.

Nuedra invedigacion higoquimica ha puesto de manifieto la
exigencia de una reaccion podtiva (reduccion de NBT) cuando secciones
higtologicas del cerebro de rata fueron incubadas en un medio hisoquimico que
contenia glioxilato sodico, ?-NAD, pero no ?-NADP, y un aceptor artificid de
hidrogeno, como NBT. Debido a que la reaccion histoquimica se observd sempre
negativa cuando en  medio de incubacion se reemplazd ?-NAD por ?-NADP, o
cuando en € medio histoquimico fdtaba glioxilato, se condderd que la reduccion
de NBT en d medio higoquimico es debida a la actividad de una deshidrogenasa

sobre &cido glioxilico, y que esa deshidrogenasa en € curso de su actividad genera
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?-NADH + H, d cua transfiere sus H" d NBT por la accién de una diaforasa, d
igud que ocurre durante d desarrollo histoquimico de otras deshidrogenasas ?-

NA D-dependientes, como ya ha sido descrito por Pearse (1980).

Vaias invedigaciones han demodrado que € &ido glioxilico
puede ser catabolizado a través de diversas rutas metabdlicas las cuaes pueden ser
examinadas en Metabolic Biochemicd Pathways, Michd (1995) (Boehringer
Mannheim). Algunas de esas vias se caracterizan por dar origen a NADH + H en
presencia de una actividad enzimdica Oxido-reductora, que puede operar ya
directamente sobre d glioxilato o indirectamente sobre algin metabolito derivado
de d. Se conddera que las Sguientes reacciones enzimdicas son las rutas
caabdlicas més importantes dd &cido glioxilico en las que intervienen

deshidrogenasas

Malato sintetasa Malato-DH

a Glioxilao ¢—p Mdao «—p» Oxdacetato

NAD ¢ NADH+H"

Lactato-DH

b) Glioxilao ¢ > Oxdato

NAD <4—» NADH+H"
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Glioxilato-DH (Acylating)

C) Glioxilato ——p Oxdao

NAD(P) p NAD(PJH+H'

(5)-2-Hidroxiacido-DH

d) Glioxilao <4—» Oxdao

FMN €——»FMNH+H"

La observacion de que la reduccion del NBT sguio sendo postiva
en las secciones incubadas en presencia de un inhibidor de la madato-DH (10 mM
de oxdacetato: Hochster y Quastel, 1963) y de la lactato-DH (30 mM de oxamato:
Bais y cols, 1989) nos demostré que dicha reduccion era debida a la accion de
una deshidrogenasa tipo glioxilato-DH, que actuaba directamente sobre € &cido
glioxilico presente en € medio de incubacion hisoquimico, y que dicha glioxilao
deshidrogenasa es NAD —pero no NADP- dependiente. Estos resultados coinciden
con estudios previos de MartinezRodriguez y cols. (1996,1997); Capilla y cols

(en prensa.)

La demodracion de actividad glioxilato-DH en muchas neuronas

presentes en diversas areas de la corteza cerebra y en diversas capas corticaes de

esas &eas nos demuestra, Sin lugar a dudas, que en esos lugares se dintetiza y
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cataboliza &cido glioxilico, y que este metabolito debe intervenir en acciones muy
importantes en € S.N. Por otra parte, € hecho de que las neuronas de los nlcleos
subcorticdes estudiados exhiban mayor intenddad de actividad glioxilato-DH,
debe hacer pensar que en esas neuronas su actividad funciona especifica debe
etar muy relacionada con d metabolismo dd &ido glioxilico. Ademés, es
interesante condtatar que, a diferencia de lo que ocurre en otros tgidos no
nerviosos, en @ Ssema Nervioso Centrd @ catabolismo dd glioxilato por la
accion de la glioxilato deshidrogenasa es NAD-dependiente como ya hemos

mencionado.

Por otra parte, S se tiene en cuenta la dta reactividad dd glioxilato
para producir compuestos glioxilados por via de una actividad transaminasa,
enzimdica o no enziméica (Bringmann y cols, 1992, Hanau y Bertelli, 1994;
Martinez~Rodriguez y cols,1998), habria que pensar en la poshilidad de que se
pudiera detectar dguna inmunoreactividad que manifesara la exigencia de un
pool egpecid dd glioxilao, capaz de originar moléculas complgas como
consecuencia de una transaminacion  “in vivo® entre @ &cido dlioxilico 'y

moléculas aminadas.

La extensa e intensa adtividad glioxilato deshidrogenasa que
hemos observado sugiere que en d Sdema nervioso este metabolito puede

intervenir en numerosos  procesos  vitdes. A, Zocchi y cols. (1990) han



observado que € &cdo glioxilico favorecen la supervivencda cdular y la
proliferacion por su accién preservadora 0 mantenedora de pool de piridin
nucledtido. Ademas, ha sdo demostrado que @ &cido glioxilico puede intervenir

en otras funciones vitales como:

1. Sintess de azlicares, aminoécidos y otros compuestos celulares,
pudiendo actuar en una via angplerdtica (Yamagihara y cals,

1984; Davisy cols, 1989; Masters, 1997).

2. Intervencion en la sintess de hormonas, neurotransmisores y

factores de crecimiento (Bradbury y Smyth, 1991)

3. Intervencién en procesos de transaminacion en los que @ acido
glioxilico reacciona con moléculas aminadas. Este hecho ha

Sido demostrado por diversos autores:

- Alanina-glioxilato aminotrandferasa (Tekada y cols, 1984;
Wanders y cols, 1990; Andy y cols, 1995; Sakuraba y cols,
1996).

-  Agpaagina-glioxilalo aminotranderasa (Maul  y  Schudter,

1986).
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- Glutamato-glioxilato aminotrandferasa (Paszkowski y
Niedzielska, 1989; Andy y cols, 1995).
- Seina-glioxilao aminotranderasa (Paszkowski 'y  Niedzidska,

1990; Hagishitay cols,1996).

Exigten, por otra pate, humerosas evidencias que han sugerido, y
sugieren, que € &cido glioxilico se condensa con aminas bidgenas neuroactivas
(noradrenaing, 5-hidréxitriptaming, dopamina) formando compuestos
fluorescentes (Bjorklund y cols, 1972; Axedsson y cols, 1973). Este hecho ha
inducido a la utilizacion con éxito del &cido glioxilico como subgtancia fijadora o
perfusora-fijadora dd tgido nervioso para identificar las edtructuras nerviosas
aminggicas, a nivd de la observacion microscopica Con este méodo se ha
logrado locdizar y disefiar con gran precisén vias nerviosas que utilizan amines
biégenas como neurotransmisores (Bjorklund y cols, 1972; Lindval y Bjorklund,
1974; Borisova y cols, 1991; Warburton y Santer, 1994). Este hecho, es decir la
congtatacion de que se formen estos compuestos, nos ha inducido a pensar en la
poshilidad de poder locdizar inmunohistoquimicamente la presencia de aguin
tipo de estas moléculas. Las investigaciones de Fidds y Dixon (1971) y de Dixon
y Fidds (1972), en las que estos autores demostraron que d acido glioxilico podia
desarrollar rescciones no enziméticas de transaminacion “in vitro” con moléculas
aminadas, motivaron la sintess de un compuesto de transaminacion entre @ acido

glioxilico y abimina bovina (BSA) con capacidad antigénica para la obtencion de
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anticuerpos que, luego, podian ser empleados en  méodo inmunchistoquimico
para la locdizacion de moléculas exisentes en d tgido nervioso formadas dli
previamente, en virtud de un proceso enzimatico de transaminacion (Martinez-

Rodriguez y cols, 1997, 1998; Grgjeray cols, 2000; Capillay cols (en prensa)).

Los test de ELISA y Hodson (Stoker y cols, 1981; Hodgson y cols,
1985) han demostrado que € anticuerpo que ha obtenido nuestro grupo de trabgo
(Martinez-Rodriguez y cols, 1997,1998; Grgera y cols, 2000; Capilla y cols (en
prensd)) muestra gran especificidad, reaccionando positivamente con € complgo
glioxilato-BSA, BSA y (dlioxilao-tiroglobulin, pero no con tiroglobulina no
transaminada. Con la reaccidn inmunohistoquimica que hemos desarrollado,
logramos determinar la existencia de inmunoreaccion positiva en la periferia del
citoplasma y de las prolongaciones de especiades neuronas dispersas en las capas
de todas las &eas de la corteza cerebral de la rata La observacion con €
microscopio eectrénico reveld que la inmunoreaccion se locdiza preferentemente

en las vesiculas Sngpticas y en membranas sindpticas.

El hecho de que la reaccion inmunocitoquimica haya sido también
localizada en céulas glides, hace pensr en la poshbilidad de que @ anticuerpo,
gue hemos obtenido y utilizado en d méodo inmunohistoquimico, haya sdo
capaz de reaccionar con moléculas formadas “in vivo’ en neuronas y en cdulas

glides que intervengan coordinadamente en actividades nerviosas egpecificas.
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Aunque ha ddo hace tiempo demostrado que la neurotransmision
monoaminérgica ocurre en neuronas corticaes (Lidov y cols, 1980; Lindvdl y
Bjorklund, 1983; Parnavelas y Mc. Dondld, 1983) se desconoce S tales neuronas
son redmente las que demuestra nuestro méodo histoquimico. En  estos
momentos estamos iniciando nuevas investigaciones conducentes a determinar la
naturdeza exacta de la molécula o moléculas revdadas por d méodo
inmunocitoquimico que hemos desarollado, ya que € antigeno usado en €
méodo inmunchistoquimico puede reaccionar con diversas moléculas que tengan

grupos antigeénicos comunes.

S se conddera que en generd las vias nerviosas se deben formar o
condituir entre neuronas que posean moléculas de adheson  quimicamente
andogas en su periferia (Eddman, 1990), es posible y probable que las neuronas
aqui edudiadas, que poseen en su supeficie moléculas originadas  por
transaminacion entre  &cido  glioxilico y moléculas  aminadas, condituyan
epecides vias nerviosas que transmitan mensges muy especificos. No sabemos
sn embargo la naturaleza exacta de esas moléculas reveladas por nuestro método
inmunohigtoquimico, pero la locdizacion inmunchisoquimica de las diversas
transaminasas conocidas puede ayudar a resolver nuestra incognita. También
podria colaborar a la identificacion de la estructura de la o las moléculas reveladas
por nuestro anticuerpo @ hecho de enfrentar dicho anticuerpo a fracciones de

corteza cerebral aidadas dectroforéticamente.
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Las reacciones inmunohistoquimicas fueron observadas en la
misma locdizacion en todos los grupos de ratas estudiadas, y €lo nos indica que
las moléculas que reaccionan estan presentes en la misma Stuacion microscopica

en lasratas de 10, 30 y 365 dias de edad.
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INVESTIGACION SOBRE LA UTILIZACION DEL GLIOXILATO VIA

GLIOXILATO-DESHIDROGENASA EN L OSPROCESOS DE ACTIVACION

NEURONAL POR ACCION DE LA NICOTINA.

Introduccién

La invedtigacion de la posble intervencion de acido glioxilico en
los procesos de activacion de la funcién neurona ha sdo redizada ahora por
nuestro grupo de trabgo, comparando los resultados obtenidos con los observados
en investigaciones previas en los que ya hemos demostrado que esta molécula es
metabolizada por diversas vias metabdlicas (deshidrogenasas y transaminasas), en
diversas areas cerebraes de ratas normales no sometidas a procesos activadores de

lafuncion neurond (Martinez- Rodriguez, et d, 1996, 1997; Grgeraet a, 2000).

En la presente investigacion, hemos edtudiado la accion de la
Nicotine Hidroxy Tartrate SAt (Sgma) como activador de la funcion neurond y
hemos determinado s la intenddad dd metabolismo dd é&cido glioxilico, via
glioxilato-deshidrogenasa, se incrementa en comparacion con la actividad de la

glioxilao-deshidrogenasa en ratas no tratadas con la molécula nicotinica.

Los efectos de la nicotina sobre la actividad histoquimica de

diversas deshidrogenasas pertenecientes a las vias glicolitica y del ciclo de Krebs



han demostrado (Turegano y cols., 2001) que la administracion de esa molécula a
ratas, en dosis de 2 a 4 mgs/Kg peso/dia, ocasionaba un importante incremento de
la actividad de las deshidrogenasas edtudiadas (gliceraldehido-3-fosfato-DH,
mdico-DH, lactico-DH y succinato-DH), y ese hecho nos ha inducido a investigar
S la nicotina produce también una accion ectivadora de la utilizacion dd &cido

glioxilico, via glioxilato-deshidrogenasa, en la corteza cerebrd de larata.
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Material y Métodos

Un grupo de 10 ratas Wistar macho de 350 gr de peso fueron
tratadas con Nicotine Tartrate Sdt (Sigma Chem., USA) mediante la implantacidn
por via subcutanea de una bomba osmética ALZET (2 M L 2 Type Alza
Corporation, Palo Alto, CA 94303), con 2 ml de una solucion sdlina 0,9% wiv que
contenia 7,5 mg de Nicotine Hidroxy Tartrate Sdt. Dicha bomba suministré 57?1
de la solucion de nicotina cada hora, durante 15 dias. A este grupo de ratas e las

denomind ratas nicotinicas (NR).

A otro gupo de 10 ratas Wistar macho de 350 gr de peso se les
administré, durante 15 dias, 5?1 cada hora de una solucién de CINa (0,9% wiv)
caente de nicotine sdt mediante otra bomba osmética ALZET (2 M L 2 Type
Alza Corporation, Palo Alto, CA 94303). A este gupo de ratas se las denomind

ratas control (CR).

Después dd tratamiento, ambos grupos de raas fueron
anestesiadas, por via intrgperitoned con 60 mg/kg Equitesin (Jansen, Piscatawy,
NJ) vy luego perfundidas via arteria aorta, primero con 150ml de una solucién de
NaCl (0,9% wi/v) y luego con 300ml de tampodn fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4, que
contenia 4% (w/v) de paraformadehido. Posteriormente se extrgieron los cerebros

y e podtfijaron durante 3 horas a 4°C con la misma solucion fijadora, lavandolas
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después durante toda la noche con tampdn fosfato sdino (PBS) 0,1 M, pH 7,4,
que contenia 30 % de sacarosa. Al dia siguiente, los cerebros fueron seccionados
con microtomo de congdacion obteniendo secciones higologicas de 10 ?m de

espesor, que posteriormente fueron lavadas durante 20 minutos con PB.

Las secciones histolégicas procedentes de las ratas tratadas y no
tratadas con Nicotine Hidroxy Tartrate Sat fueron incubadas durante 15 y 30

minutos a 37 °C en los Sguientes medios:

Medio|
- 10,0 mM glyoxylic acid, sodium sdt (Sgma Chem.)
- 0,6 mM nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma Chem.)
- 15 mM nicotinamide adenine dinuclectide (?-NAD, Sigma
Chem.)
- 01MPB,pH74.
Medio Il
Tiene la misma composicion que € medio |, pero con ?-NADP, en
vez de?-NAD.
Medio Il

Su composicion es la misma que la del medio | pero carece de ?-

NAD.
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Medio IV

Tiene la misma composicion que d medio |, pero carece de

subgtrato (glyoxilic acid).

Medio V
Tiene la misma composicion que € medio |, pero contiene ademas
10 mM de oxalacetao sodium sdt (Sigma Chem.), inhibidor de la mdico

deshidrogenasa.

Medio VI
Su composcion es la misma que la dd medio |, pero contiene
ademas 30 mM de oxamic acid sodium sdt (Sgma Chem.), inhibidor de la lactico

deshidrogenasa.

Después de la incubacion, las secciones fueron lavadas y luego
deshidratadas con acoholes de concentracion creciente (50%, 70%, 95% y 100%).
Pogteriormente fueron tratadas con xilol y montadas en DPX. Las secciones
fueron luego examinadas con microscopio Optico y la intensdad de la reaccion
fue medida con un higtofotdmetro ZEISS, usando luz de 630 nm de longitud de

onda.
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Resultados

La observacion microscopica de la corteza cerebrad  (areas
cingulada, motora, somaosensorid y  enthorind) reveld que la actividad
dioxilato-DH presente en las secciones de los cerebros incubados en & medio
hisoquimico, procedentes de ratas tratadas con nicoting, presentaba una
intensdad mayor que la observada en los cerebros de ratas normales no tratadas

(Figs 86, 87, 88y 89).

El resultado de las medidas histofotométricas computerizadas
reveld que en las ratas tratadas con nicotina la actividad glioxilato-DH superé en
més de un 40% a la observada en la corteza cerebral de las ratas no tratadas,

revelandose € mayor incremento enlascapas|, 11 y 111 (ver gréfico).

Valores histofotométricos comparativos de la actividad histoquimica
de la glioxilato-DH entre la corteza cerebral de ratas tratadas con
nicotinay no tratadas

60
50 —
40 —
30 = T
20 1 —
(il -

0

no tratadas tratadas con nicotina

EHcapa l Wcapa 2 Ocapa 3 Ocapa 4 Mcapa 5 Hcapab
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Estos resultados estan de acuerdo con investigaciones previas de
nuestro grupo de investigacion, que han demostrado que la actividad histoquimica
de divesas deshidrogenasas de la via glicolitica (gliceradehido-fosfato-
deshidrogenasa y l&ctico-deshidrogenasa) y del cicdo de Krebs (succinato-
deshidrogenasa y madlico-deshidrogenasa) se incrementan en la corteza cerebral de
las ratas tratadas con nicoting, especidmente en las capas I, Il y 1ll (Martinez
Rodriguez y cols.,, 1997; Turégano y cols., 2001). Esas observaciones revelan que
e &cido glioxilico puede ser utilizado por las neuronas cuando €elas son activadas
por la nicoting, en sus receptores nicotinicos colinérgicos, para suministrar la
energia necesaria para formar moléculas de ATP. Por otra parte, es también
posible que en los procesos de la activacion de las neuronas colinérgicas sea
necesria una mayor sSintess de acetilcoling, la cud seria  potenciada

produciéndose una activacion de la formacion de actilCo-A.
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Discusién

Nuestros resultados confirman observaciones previas (Martinez
Rodriguez y cols, 1996) en donde s= demostr6 que € &cido glioxilico es
catabolizado en la corteza cerebrd, por la via de la glioxilato deshidrogenasa
(acylaing), en una via diferente de la que opera en otros érganos de mamiferos
como rifion e higado. En edos dltimos  drganos su actividad se desarrolla en
presencia de ?-NADP (Bais y cols, 1989; Davis y cols., 1989; Popov y cols,
1998), mientras que en la corteza cerebrd se desarrolla en relacion con ?-NAD,

pero no con ?-NADP.

El &cido glioxilico podria también ser catabolizado por la méico
deshidrogenasa y por la lactico deshidrogenasa, enzimas que actlan en presencia
de ?-NAD, peo nuestros resultados histoquimicos en la corteza cerebrd
confirman observaciones anteriores (MartinezRodriguez 'y cols, 1996) que
demuestran que dichos resultados no dependen de la accion de esas enzimas, ya
que la reaccién hisogquimica fue observada también postiva ain cuando las
secciones  higtolégicas hayan sdo incubadas en  presencia de  inhibidores

epecificos de esas enzimas.

Al igud de lo que ya ha sdo observado previamente (Turegano y

cols, 2001) con respecto a investigaciones redizadas sobre la accion de la nicotina

sobre bs actividedes de varias deshidrogenasas de la via dlicolitica y dd ciclo de
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Krebs, nuestra invedigacion hisoquimica ha demostrado que en la corteza
cerebrd  de las ratas tratadas también con nicotina se produce iguamente un

incremento intenso de la actividad de la glioxilato deshidrogenasa en las capas |,

1yl

Investigaciones llevadas a cabo por Grenhoff y cols (1986) han
demostrado que la nicotina gerce su accion sobre d sstema nervioso central por
medio de varios mecanismos neurotransmisores. La nicotina actla sobre los vasos
sanguineos y neuronas corticaes (Gitdman y Prohovnik, 1992; Domino y cols,
2000), activando especidmente los receptores nicotinicos colinérgicos Stuados
dli (Kdaria y cols, 1994; Riekkinen y cols, 1993). Esa activacion neurond
producida por la nicotina ocasona un incremento de los procesos de
neurotranamision, para lo cud es necesario que ocurra un aumento de la
produccion de energia, que se origina mediante la activacion de los procesos
metabdlicos glicaliticos y dd ciclo de Krebs (Mc llwain, 1966; Sokoloff, 1891;
Blin y cols, 1994). Es ya conocido que la energia necesaria para la produccion del
trasporte de iones durante € proceso de neurotransmissién  depende

preferentemente de laNa' -K™ ATPasa sobre e ATP (Sokoloff, 1981).

Investigaciones pioneras de Ramén y Cga (1890, 1981 y 1911),

Retzius (1895) y poderiores de Lorente No (1949) y Marin Padilla (1984) han

establecido la estructura microscopica de las capas |, 11 y 111 de la corteza cerebrd,
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y s ha condderado que €ellas poseen un gran nimero de sipnesis, pero en €
momento presente se conoce poco sobre su pape en |os procesos de aprendizaje y
memoria. Se ha demostrado que una gran parte de las fibras nerviosas de esas
capas son de naturdeza monoaminérgica que proceden de  nheuronas
monoaminérgicas Stuadas en € hipocampo, substancia nigra y nucleos de
Meissner, caudado-putamen, accumbens y amigdaoides, neuronas que poseen
receptores nicotinicos colinérgicos (Kulek y cols, 1997). La nicotina, por lo tanto,
puede activar esas heuronas y proyectar la actividad neurotransmisora
monoaminérgica a las capas corticdes I, 11 y 1, y eso explicaria € incremento de
la actividad de las deshidrogenasas involucradas en @ aumento de ATP y dd

movimiento idnico en las sipnasis de esas capas corticales.

En nuedtra investigacion se pone en evidencia que € incremento de
la actividad de la glioxilato deshidrogenasa se produce por la accion de la
nicotina, y que, por lo tanto, € cadbolismo ded &ido glioxilico puede estar
también involucrado en € incremento de la produccién de energia durante la

activacion de los fendmenos de neurotransmsison.
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PROYECTOS FUTUROS DE INVESTIGACION A DESARROLLAR EN

RELACION CON LOS HECHOS OBSERVADOS

1° Identificacion de la o las moléculas que reaccionan
inmunolégicamente con € anticuerpo obtenido por transaminacion "in vitro* entre

&ido glioxilicoy BSA.

Eda invedtigacion se desarollad sobre fracciones adadas
eectroforéticamente a partir de homogenados de fracciones subcdulares de

corteza cerebral derata.

2° |dentificacion de las subfracciones que reaccionan con €

anticuerpo.

3 Edudio inmunohigoquimico de las diverses glioxdato-
transaminasas conocidas para determinar 9 adguna de dlas presenta la misma

locdlizacion que la observada con nuestro anticuerpo.

4° Invedigacion inmunohigoquimica de la digribucion de las
neuronas identificadas con nuestro anticuerpo en diversos estados experimentales

(activadores y bloqueadores de |os diversos tipos de neurotransmision).



FIGURAS
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GLIOXILATO DESHIDROGENASA
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Fig. 1.- Glioxilato deshidrogenasa. Corteza prefrontd incubada en
medio higoquimico en presencia de ?-NADP en vez de ?-NAD

(medio Il). Escalade barras= 80,5 ?m.

Fig. 2. Glioxilato deshidrogenasa. Corteza prefrontal incubada en
medio hisoquimico carente de glioxilato sddico (medio 1V). Escda

de barras=80,5 ?m.

Fig. 3. Glioxilato deshidrogenasa. Corteza frontoparieta incubada
en medio hisgoquimico en presecia de ?-NADP en vez de ?-NAD

(medio Il). Escalade barras= 80,5 ?m.

Fig. 4. Glioxilato deshidrogenasa. Corteza frontoparieta incubada
en medio higoquimico carente de glioxilato sddico (medio V).

Escalade barras= 80,5 ?m.
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Fig. 5. Glioxilao deshidrogenasa. Corteza tempora, seccion
incubada en medio histoquimico en presencia de ?-NADP en vez

de ?-NAD (medio Il). Escalade barras = 80,5 ?m.

Fig 6. Glioxilato deshidrogenasa. Corteza tempora, seccion
incubada en medio hisoquimico carente de glioxilato Sdico

(medio V). Escalade barras = 80,5 ?m.
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Fig. 7. Glioxilato deshidrogenasa. Corte higolégico de region

prefronta  incubada
reaccion puede obse

fields" (bf)= campo

Fig. 8 Glioxilato
locdizacion de la
locdizacion, en refe
prefrontal. EI campo

marcado por un as

|. La mé&ima intenddad de la
@pa 3, en las denominadas "barrel

ladebarras= 80,5 ?m.

1asa. Corteza frontoparietd. La
Zmédica s« dtia en la misma
qpas corticales, que en la corteza
) Stuado en la capa cortical 3 esta

bién se obsarva reaccion intensa

positivaen € caudado putamen (cp). Escala de barras = 80,5 ?m.

Fg. 9 Glioxilao

deshidrogenasas Se  observa  actividad

deshidrogenasa  podtiva en diversos tipos neurondes de las

distintas capas de la corteza prefrontal. Escala de barras = 60,2 ?m.

Edta figura puede trangponerse a las diversas capas neurondes, aln

cuando la denddad de neuronas podtivas es més intensa en las

capas 3y 5.
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Fig. 10: Glioxilato deshidrogenasas Se observa reaccion
histoquimica intensa en neuronas de la 5* y 62 cgpas de la corteza
cerebral (cc) y en @ caudado putamen (cp). El campo de barras (bf)
etd dtuado en la cgpa 3. Actividad glioxilato deshidrogenasa
menos intensa se demuestra en las restantes capas corticales. Escaa

de barras= 80,5 ?m.
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Fig. 11. Glioxilato deshidrogensa. Se observa actividad glioxilato
deshidrogenasa muy intensa en neuronas del nlicleo de Messner

(nM) y en @ caudado putamen (cp). Escalade barras = 60,2 ?m.

Fig. 12: Glioxilao deshidrogensa. Regidn hipotaamo-quiasmética
Se obsarva actividad intensa de esta enzima en neuronas ded
sgema perivascular (snp) Situadas en @ quiasma éptico (Q). Escda

de barras = 60,2 ?m.
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Fig. 13 Glioxilato deshidrogenasa. Regidn hipotdamica  Se
observa intensa reaccion podtiva en las neuronas de los nuicleos
supradptico (NSO) y paraventricular (NPV). Q= quiasma Optico,

3V=3* ventriculo. Escadla de barras= 80,5 ?m.
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Fig. 14. Glioxilato deshidrogenasa. Se obsarva intensa reaccion

positiva en neuronas de los nlcleos de Meissner (M), supradptico

(nSO) y amigddino (nA). Escdlade barras = 80,5 ?m.

Fig.15: Glioxilato deshidrogenasa. Se observa intensa reaccion
podtiva en neuronas perifornicdes (nPF). F= Fornix. Escala de

barras = 60,2 ?m.
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Fig. 16: Glioxilato deshidrogenasa Region hipotddmica (H). Se
obsarva intensa reaccion postiva en neuronas dd sSsterma neurond

perivascular (snp). Vaso capilar (V). Escalade barras = 60,2 ?m..

Fig. 17. Glioxilao deshidrogenasa. Region hipotaamica  Se
observan neuronas con actividad pogtiva en nlcleo paraventricular
(pv), sstema perifornica (spf), sstema neurond perivascular (snp)
y nicleo supradptico (s0). Q = quiasma Optico. Escaa de barras =

80,5 ?m.
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Fig. 18 Glioxilato deshidrogenasa. Cerebelo. Se observa intensa
actividad especidmente en la zona granular (gr), y cdulas de
Purkinge (cp) y actividad menos intensa en la cgpa molecular (cm).

Escalade barras= 80,5 ?m.

Fig 19: Glioxilato deshidrogenasa. Cerebelo. La mayor intensdad
de la reaccion hisoquimica se observa en las cdulas glides
Stuadas en d limite entre la substancia blanca y la capa granular
(o). Reaccion podtiva se observa también, pero con menos
intenddad, en cdulas de Purkinge (cp), e intenddad més débil en

capamolecular (cm). Escala de barras = 80,5 ?m.
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Fig. 20: Glioxilato deshidrogenasa. Médula Oblongada. Se observan neuronas con

intensa ectividad en nicdeo cocdear (nc), en nlcleo facid (nf), en neuronas

olivares (no) y en neuronas reticulares (nr). Escalade barras = 80,5 ?m.
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Fig. 21. Glioxilato deshidrogenasa. Médula oblongada. Se observa intensa
reeccion positiva en neuronas olivares (no) y en neuronas perivasculares (npv).

Escalade barras = 60,2 ?m.
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Fig. 220 Glioxilato deshidrogenasa. Médula oblongada. Se observa intensa
reeccion positiva en neuronas olivares (no) y en neuronas perivasculares (npv).

Escalade barras = 80,5 ?m.
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INMUNOHISTOQUIMICA
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Figs. 23: Técnica de inmunodifuson en gd. As anttisuero, 1= Glioxilao-BSA, 2=

BSA, 3= Glioxilato- Tiroglobulina, 4= Tiroglobuling, 5-6= Control.

Figs. 24: Técnicadd Dot Blot.
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Fig.23

Fig.24
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CORTEZA PREFRONTAL
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Fig. 25: Corteza Prefrontal. Se observan neuronas inmunopostivas
contra & complgo Glioxilato BSA en neuronas Stuadas
preferentemente en las capas 4 y 5 de la corteza prefronta. 1, 2, 3,
4, 5, y 6 marcan la dtuacion de las diversas capas de la corteza

prefrontal. Escala de barras = 80,5 ?m.

95



96



Fig. 26: Corteza Prefrontal. En edta figura se observan neuronas
multipolares con reaccion inmunolégica postiva Stuades en la
capa 5. Hay otras neuronas mencs intensamente poditivas Stuadas

en lamisma capa. Escalade barras= 50,5 ?m.

Fig. 27: Corteza Prefronta. En edta figura se representan neuronas
de la cgpa 5 en donde la reaccion inmunoldgica podtiva se
manifieta en forma de gruesss granulaciones, probablemente
lugares sindpticos en & borde dd pericarion y las prolongaciones.

Escalade barras = 35,5 ?m.
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Fig. 28: Corteza Prefrontd. Reaccion inmunoldgica de control
correspondiente a secciones histolégicas de la regidon prefronta
incubadas con suero no inmunizado de congo en vez de suero
procedente de congos inmunizados con complgo glioxilato-BSA.
Escalade barras= 80,5 ?m.

Fig. 29: Corteza Prefrontal. Seccidon control incubada con suero de
congo anti-BSA (SigmaChem.) en vez dd suero especifico.
Escala de barras= 80,5 ?m.

Fig. 30: Corteza prefronta. Neurona inmunopostiva exisente en
una seccion semifina. Pueden observarse gruesas granulaciones en
e borde dd pericarion y las prolongaciones. Escda de barras =
25,5?m.

Fig. 31-36: Corteza Prefronta. Observacion con € microscopio
Optico de reaccion inmunopostiva contra moléculas BSA-
glioxilato en @ area precentra de la corteza prefrontal. En la fig. 31
s observa reaccion inmunopositiva en neuronas dispersas en las
capas 4y 5, pero no en la 6. En las figs. 32, 33, 34, 35y 36 =
gorecian neuronas de didinto tamafio y didinta intensdad de la
inmunoreaccion. La inmunoreaccion positiva se observa sempre en

forma de granulaciones. Escda de baras = 70,5 ?m en fig.31,

50,5 ?menfig. 32, 35,5 ?m enfigs. 33-36.
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Fig. 37: Corteza Prefrontd. Se observa reaccion inmunopositiva en
adrocitos de la substancia blanca de la corteza prefronta. Escda de

barras= 25,5 ?m.

Fig. 38-39: Corteza Prefronta. Se observa reaccion inmunopositiva
en neuronas de una seccion semifina de &rea precentra. Escaa de

barras = 35,6 ?men figs. 38y 39.

Fig. 40: Reaccion inmunolégica podtiva asociada a vesiculas
sngpticas y membranas sindicas en un axon termind de la corteza
prefrontal (+A). D = dendrita. Escalade barras = 0,55 ?m.

Fig. 41. Corteza Prefrontd. Reaccidon  inmunopostiva  en
prolongaciones astrogliales asociadas a la pared de un capilar de la
corteza prefrontal de larata. Escala de barras = 35,6 ?m.

Fig 42: Corteza Prefronta. Axon con reaccion inmunopogtiva (+A)
gue hace sngpss con dendrita inmunonegativa (D). Escda de

barras= 0,17 ?m.

Fig. 43. Corteza prefrontd. Inmunoreaccion podtiva en varios
axones midinicos dd &ea de la corteza prefrontd de la rata. Escaa

de barras= 0,13 ?m.

Fig. 44: Reaccion inmunologica podtiva pero de  vaiable
intenddad en axones termindes (+A) que hacen Sngpds con varias
dendritas (D). El inmunoprecipitado se presenta asociado a

vesiculas y a membranas singpticas. Escala de barras = 0,17 ?m.
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Fig. 45. Corteza Prefrontal. Neuronas inmunopositivas en la capa 4
y 5 del area precentrd de la corteza prefrontd de la rata. Escala de

barras= 70,5 ?m.

Fig. 46: Corteza Prefronta. Neuronas de la misma locdizacion que
en fig. anterior a mayor aumento. Se observa que agunas de dichas
neuronas emiten prolongaciones a los vasos capilares. Escda de

barras= 35,5 ?m.
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Fig. 47: Corteza Prefronta. Neuronas inmunopostivas de la misma

localizacion quefigs. 45y 46. Escadla de barras = 50,5 ?m.
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CORTEZA FRONTOPARIETAL
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Fig. 48 Seccion incubada en medio inmunocitoquimico control
(medio A) paa dageminar moléculas originadas de la
transaminacion dd &cido glioxilico y moléculas aminades. No se
observa reaccién postiva en areas cinguladas (AC) y motora (AM).

Escalade barras= 80,5 ?m.

Fig. 49 Seccion incubada en medio inmunocitoquimico control
(medio A) paa deeminar moléculas originedas de la
transaminacion dd &cido glioxilico y moléculas aminades. No s
observa reaccion podtiva en areas  motora (AM) y somatosensorid

(ASS). Escalade barras 80,5 ?m.
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Fig. 50: Secciones de corteza frontoparietal incubadas en medio
higoquimico para determina moléculas  originadas  como
consecuencia de la transaminacion entre @ acido  glioxilico 'y
moléculas aminadas. Se utilizd antisuero diluido 1/500 procedente
de congos inmunizados contra dichas moléculas. Se observa
reaccion positiva en neuronas Stuadas preferentemente en capas 52
y 6% Dicha microfotografia ha sido obtenida en &rea motora. Escala

de barras 50,5 ?m.
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Fig. 51. Secciones de corteza frontoparietal incubadas en medio
higoquimico para determinar moléculas  originadas  como
consecuencia de la transaminacion entre @ acido  glioxilico 'y
moléculas aminadas. Se utilizd antisuero diluido 1/500 procedente
de congos inmunizados contra dichas moléculas. Se obsarva
reaccion positiva en neuronas Situadas preferentemente en capas 5°
y 6% Dicha microfotografia ha ddo obtenida en é&ea

somatosensoria. Escala de barras 50,5 ?m.
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Fig. 52: Reaccién inmunocitoquimica postiva en neuronas del area

motora pertenecientes ala capa 62 Escalade barras = 35,5 ?m.

Fig. 53 Neuronas con reaccion inmunocitoquimica podtiva intensa
en periferia de neuronas no piramidaes de la capa 5% de la zona

somatosensorial. Escalade barras = 35,5 ?m.
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Fig. 54: Se representa una neurona bipolar en € &ea motora con
reeccion inmunocitoquimica  intensamente  podtiva en forma de
granulaciones en la peifeia dd cuepo cdular 'y de las

prolongaciones. Escadla de barras= 25,5 ?m.
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Fig. 55. Se representa una neurona bipolar en d é&ea
somatosensorid  con reaccion  inmunocitoquimica  intensamente
podtiva en forma de granulaciones en la periferia dd cuerpo

cdular y de las prolongaciones. Escala de barras = 35,5 ?m.
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Fig. 56: Neuronas de las capas 42 y 5* dd éarea cingulada con
reeccion  inmunocitoquimica  intensamente  podtiva Escda  de

barras = 50,5 ?m.
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Fig. 57: Neuronas de las capas 42 y 52 del aea cingulada con
reeccion  inmunocitoquimica  intensamente  podtivaa Escda  de

barras= 50,5 ?m.
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Fig. 58 Neurona con reaccidn inmunocitoquimica intensamente
pogitiva con prolongaciones que se acoplan a la pared de un capilar

(cap). Escalade barras = 35,5 ?m.
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Fig 59: Corte semifino de la region frontoparietd. Se observa
reaccion inmunocitoquimica podtiva en la paed de un capilar

sanguineo. Escalade barras = 35,6 ?m.

Fig. 60: Corteza frontoparietd. Observacion con  microscopio
electronico de reaccidn postiva en zonas sindpticas (St) y en
prolongaciones glides (gl) Stuadas en reacion con un capilar

sanguineo (ec = endotdio capilar). Escala de barras = 0,67 ?m.
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Figs. 61 y 62 Se representan neuronas intensamente postivas en
cortes semifinos de la corteza frontoparietal. Escda de baras =

255enfig. 61y 355 enfig. 62.

Figs 63 y 64 Se observan rescciones inmunocitoquimicas
positivas en la pared de la vesicula psindptica (vs), en mitocondrias
(m), en la hendidura dndptica (hs) y membrana sndptica (ms).

Escalade barras= 0.5 ?m en figs. 63-64.
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CORTEZA TEMPORAL
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Fig. 65: Corteza tempora. Seccidén higoldgica incubada en medio
histoquimico control, es decir en medio en € que d anticuerpo
primaio e suego de congo anti-BSA. La reaccion
inmunohistoquimica se observa negativa Escadla de barras = 80,5

m.
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Fig. 66: Area edriada 17. La reaccion inmunohistoquimica se
obsarva postiva en rdacion con anttigenos glioxilao-BSA  en
neuronas Stuadas especiamente en capas 4,5 y 6. Escaa de barras

=50,57m.

Fig. 67: Area edtriada 17. Neuronas de la seccion anterior con
reeccion  inmunohigoquimica podtiva obsarvadas a  mayor

aumento. Escalade barras = 35,5 ?m.
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Fig. 68 y 69: Area edriada 18 A. Neuronas inmunopositivas de
capa 5 (fig.68) y de las @pas 5y 6 (fig. 69). Escda de barras =

35,5 ?m enfig. 68, 40,5 ?m. enfig. 69.
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Fig. 70: Area estriada 18. Neuronas inmunopositivas en capa 5.

Escalade barras= 50,5 ?m.

Fig. 71: Area estriada 18. Neuronas inmunopositivas en capa 5.

Escalade barras= 35,5 ?m.
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Fig. 72: Area edriada 17. Neuronas inmunopositivas. La reaccion
< locdiza en forma de granulaciones en & borde dd pericarion

neurona y de las prolongaciones. Escalade barras = 25, 5 ?m.

Fig. 73: Area 18. Neuronas inmunopositivas en forma de
granulaciones dtuadas en la periferia de pericarion neurond y de

las prolongaciones. Escala de barras 25,5 ?m.
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HIPOCAMPO POSTERIOR
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Fig. 74: Neuronas inmunopostives Stuadas en @ edrato oriens.

Escalade barras= 50,5 ?m.

Fig. 75: Las mismas neuronas vistas con mayor aumento (escaa de
barras = 25,5 ?m). Se obsarva la reaccion inmunohistoquimica en
forma de granulaciones en € borde del pericarion neurond y de las

prolongaciones.

143



144



Fig. 76. Las mismas neuronas que figs. 74 y 75 vidas con

coloracion real. Escalade barras= 40,5 ?m.
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Figs 77 y 78 Neuronas inmunopodstivas en @ edraio oriens
hipocampal. Escaa de barras = 50,5 ?m en fig. 77, 40,5 ?m. en

fig. 78.
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Figs. 79, 80, 81 y 82: En secciones semifinas se observan neuronas
con reaccion intensamente podtivas en forma de granulaciones en
el borde del pericarion y de las prolongaciones. Escala de barras =

25,5?menfigs79- 81y 355 enfig 82.
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Figs 83, 84 y 85 Observacion d microscopio eectronico de
reaccion inmunohistoquimica intensamente postiva en € borde de
las vesiculas dndpticas de un axon (ax?) y en hendidura sindptica
(hs). Las dendritas son negativas. Escala de barras = 0,5 ?m. en fig.

83, 0,67 ?menfig. 84, 0,17 ?m enfig. 85.
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NICOTINA
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Fig. 86: Corteza frontoparietd de ratas no tratadas con nicotina. La
actividad glioxilalo-DH es especidmente intensa en las baras de
Fields (capa cortical 3). La actividad es menos intensa en las demés

capas corticales. Escalade barras= 80,5 ?m.

Figs. 87: Corteza frontoparieta de ratas tratadas con nicotina. Se
observa incremento de actividad glioxilato-DH en todas las capas
corticales, siendo ésta mas intensa en las capas corticales 1, 2y 3.
La menor actividad se gprecia en la capa 4. Escaa de barras = 80,5

m.
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Fig. 88: Corteza frontoparietal de ratas no tratadas con nicotina. La
actividad glioxilato-DH es egpecidmente intensa en las barras de
Fields (capa cortical 3). La actividad es menos intensa en las demés

capas corticaes. Escala de barras = 80,5 ?m.

Fig. 89: Corteza frontoparieta de ratas tratadas con nicotina. Se
obsarva incremento de actividad glioxilato-DH en todas las capas
corticales, sendo ésta mas intensa en las capas corticales 1, 2y 3.
La menor actividad se gprecia en la capa 4. Escala de barras = 80,5

m.
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