Colombia Médica Vol. 39 N° 3 (Supl 3), 2008 (Julio-Septiembre)

Respuesta de una subpoblacion de interneuronas y del transportador glial
de glutamato GLT1 en la corteza contralateral a un foco isquémico

ApriaANA M. Mepbina, PHD?®:2, NorserTo GaRcia-Cairasco, MSc, PHDS,
MARTHA IsaBeL EscoBar, MSct

RESUMEN

Introduccion: Laisguemiacerebral esunadelasformasdelesion cerebral masfrecuentesen el humano. Usualmentelos
investigadores cuando estudian su fisiopatol ogia se centran en | as areas directamente comprometidas: regién del foco, o en
las zonas de penumbra, olvidando otros sectores vecinos o no del foco que estan conectados con estos sectores deinjuria,
los cuales pueden estar implicados en algunos de los sintomas que se observan en los pacientes que sufren procesos
isquémicos.

Objetivo: Evaluar el comportamiento laminar de una subpoblacion de interneuronasy dela poblacién glial delacorteza
cerebral contralateral al foco isquémico, através de los marcadores parval bumina (PV), que detecta neuronas gabaérgicasy
del transportador glial de glutamato GLT1.

Materialesy métodos: Seocluyé laarteriacerebral mediaderechaen ratas macho adultas, durante 90 minutos, utilizando
una sutura intraluminal. Los animales se sacrificaron a las 24 y 72 horas post isquemia. El andlisis se hizo en la corteza
contralateral al foco, identificando interneuronas PV positivasy la expresion en astrocitos del transportador GLT1.

Resultados: Seencontré disminucion significativadelamarcacion del transportador de glutamato, GLT1, enlascapasl||
y IV delacortezacontralateral a foco isquémicoy un aumento en laexpresion de PV enlascapas|l aV comparado con los
animales controles.

Conclusiones: Los cambios en laexpresion de GLT1 pueden proveer un nuevo estado de regulacion de glutamatoy un
patron diferente de actividad en areas remotas a un foco isquémico. El aumento en la expresion de PV puede corresponder
aun mecanismo adaptativo asociadoal incremento deglutamato, por ladisminucidndel transportador, enlasenvolturasgliales
delassinapsis. Este estudio representa un ejemplo de plasticidad neuronal y glial en zonas remotas al foco isquémico pero
conectadas con el mismo.

Palabras clave: Parvalbumina; Transportador glial de glutamato 1; Isquemia cerebral; Corteza contralateral;
Plasticidad neuronal; Desconexion.

Contralateral cortical response of a subpopulation of interneurons and the glial glutamate transporter GLT1 to an
ischemic core

SUMMARY

Introduction: Cerebral ischemiais an important cause of brain lesion in humans. The target in research has been the
ischemic coreor the penumbrazones, little attention hasbeen given to areas outside the core or the penumbrabut connected
with the primary site of injury.

Objective: Evaluate the laminar response of a subpopulation of gabaergic cells, thosethat are parvalbumin (PV) positive
and the astrocytes through the expression of the glial transporter GLT1 on the contralateral cortex to an ischemic core.

Methodology: For this purpose we used the medial cerebral artery occlusion model inrats. The artery was occluded for
90 minutes and the animal swere sacrificed at 24 and 72 hours post-ischemia. The brainswere removed, cut in avibratome at
50 micronsand incubated with the primary antibodiesagainst PV or GLT1. Sectionswere developed using the vectastain Kit.
In control tissue the primary antibody was omitted.
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Results: When compared with control animals, treated
ones show adecreasein the expression of GLT1, especially
inlayerslll and IV of the contralateral cortex to theischemic
core. PV positive cellsincreasesin layers |l and V.

Conclusion: Increasesintheexpression of PV cellscould
correspond to an adaptation associated with glutamate
increasesin the synaptic compartment. Theseincreasesmay
be due to decreases in the expression of GLT1 transporter,
that could not remove the glutamate present in the synaptic
cleft, generating hyperactivity in the contralateral cortex.
These changes could represent an exampl e of neuronal and
glial plasticity in remote areas to an ischemic core but
connected to the primary site of injury.

Keywords Parvalbumin; Ischemia; Stroke;
Contralateral cortex; Plasticity; Disconnection.

Laisquemiafocal esunadelasformasmésfrecuen-
tes de lesion cerebral en humanos. Durante afios 1os
estudios se han dirigido a comprender |a fisiopatologia
dd foco isquémico y dd area de penumbra. Por la
amplia conectividad del Sstemanerviosoy los arreglos
sinapticosprecisosentrelascélulasvecinasy larelacion
directa con células localizadas en areas remotas, la
lesion que ocurreen unaregion determinadadel sistema
nervioso central repercute directamente sobre zonas
que no estan involucradas en lainjuriainicia, pero que
reciben o pierden las aferencias de laregion lesionada
Después de unalesiénisguémicafoca experimenta se
han descrito adaptaciones morfofuncionales y molecu-
lares en lacorteza contral ateral'. Estos cambiosinvolu-
cran hiperexcitabilidad, cambios en la conformacion de
las espinas dendriticas y sobre-regulacion en la expre-
si6n de varios genes, lamayoria de ellos asociados con
plasticidad, sefidizacion neurona y factores de creci-
miento. Se consideraque en e ser humano los cambios
remotos consecuentesalaisquemiapueden contribuir a
la aparicion de dteraciones neuroldgicas y neuropsi-
quidtricas tales como depresion, demenciay epilepsia,
los cuales no en todos | os casos pueden correlacionarse
con € sitio primario de lesior?.

Los cambios observados en las zonas distantes a
focolesiona sedenominancambiosremotosodiasguisis®
gue se pueden clasificar en cuatro niveles de acuerdo
con € mecanismo deinjuria
1. Cambios remotos originados por edema cerebral .
2. Cambiosremotosatribuiblesadepresiéndiseminada

(spreading depression)

3. Cambios remotos en &reas de proyeccion
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4. Cambios remotos debidos a plasticidad reactiva y
efectos sistémicos®.

El presentetrabajo secentraen el tercer mecanismo,
basdndose en € conocimiento existente sobre la
conectividad cortical y € fendmeno de ladiasquisis. El
proposito de este trabgjo es andizar los cambios que
ocurren en una subpoblacion de interneuronas gabaér-
gicasy enlos astrocitos |ocalizados en la corteza cere-
bral contralateral a un foco isquémico, mediante un
anticuerpo contra la proteina atrapadora de calcio
parvoa bumina(PV), queesespecificadeinterneuronas
gabaérgicasy € transportador glial deglutamato GLT1.

La hipdtesis se basa en que una lesion focdl de la
corteza se debe reflgjar en la corteza opuesta:

1. En interneuronas de la corteza contraateral que
recibe aferentes comisuralesy

2. Enlapoblacion de astrocitos que expresan GLT1, €
cua remueve 90% del glutamato presente en las
interacciones singpticas excitatorias.

Se esperaque hayavariacionesinterlaminaresen la
expresion inmunohistoquimica de parvabimina y de
transportador GLT1, considerando que s bien existen
interacciones interlaminares en la corteza, en cada
l&mina hay variantes en larelacion entre interneuronas
y patrones de conectividad aferente y eferente.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se redlizaron en ratas macho
Wistar con un peso promedio entre 280-350 g, lascuaes
se obtuvieron del Bioterio dela Facultad de Salud dela
Universidad del Valle. Los animales se mantuvieron en
un ciclo de 12:12 horas de luz-oscuridad y recibieron
comiday aguaad libitum Todos los procedimientos y
el protocolo experimental fueron aprobados por € Co-
mité de Eticaen Experimentacion Animal delaFacultad
de Salud, Universidad ddl Valle.

Procedimiento quirurgico. Los animales se
anestesiaron con una mezcla de ketamina-xilazina (50
mg/ml; 2 mg/ml; 0.8 mg/kg) por viaintraperitoned. Se
mantuvieron en unatemperaturarectal de37+0.5°C con
la ayuda de una ldmpara de calor. Bajo microscopia
estereotaxica, se diseco lavasculaturadel cuello expo-
niendo la arteria carétida comun derecha hasta la
bifurcacion, se disecO y ligo la arteria carGtida externa
(ACE), luegosedisecOlaarteriacarétidainterna(ACI),
se separd del nervio vago adyacentey seinterrumpio e
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flujo sanguineo de laarteriapterigopal atinasuturandola
anivel desu origen con un monofilamento de nylon 4-0.
La isquemia foca se indujo siguiendo € protocolo de
Longa®, de la siguiente manera: se utiliz6 un mono-
filamento de nylon 4-0 (Ethilon ®, Ethicon® Co, Inc)
cubierta previamente con una solucion de poli-I-lisina
(0.1% (peso/volumen) (Sigma®), preparado en agua
desionizada y secado durante una hora a 60°C. El
monofilamento seintrodujo 18 mm desdelaarteriacaro-
tida externa derecha hacia la carétida interna (ACI)
hastadcanzar laparteinicia del segmento delaarteria
cerebral mediaderecha(ACM). LaACE sesuturd con
unnylon5-Oend lugar dondeseintrodujo lasuturapara
prevenir lahemorragia. Laincision en el cuello secerro
con seda calibre 3-0. El monofilamento se degj6 en su
lugar durante 90 minutos y luego se removio para
permitir lareperfusion. Losanimalescontrol setrataron
con los mismos protocol os de anestesiay quirdrgico Sin
introduccion del monofilamento intraluminal. Los ani-
males que mostraron sintomas neurol 6gicos (ver esca
|a), seseleccionaron parad andis sinmunohistoquimico.
Alas2,8y 12 horasdeisquemiaseredizé laprueba
neuroldgica para evaluar la adecuada oclusion de la
arteria cerebral media derecha, con la escaa de 4
puntos de Longa®*:
1= Fdla para extender completamente la pata izquier-
da
2= Movimientos circulares hacia laizquierda.
3= Caidas hacia € lado izquierdo.
4= Pérdida de movimientos espontaneos con disminu-
cion del nivel de conciencia
Protocolo inmunohistoquimico. Los animales se
prefundieron alas 24 y 72 horas posteriores alaisque-
mia(n=5), con unamezclade paraformaldehido, lisnay
periodato de sodio (PLP, pH: 7.4) por viaintracardiaca.
Con & mismo protocolo de anestesia con ketamina
xilazina (50 mg/ml; 2 mg/ml; 0.8 mg/kg) seperfundieron
losanimaespor viaintracardiaca. Losanimales utiliza-
dos para evaluar laexpreson de PV y GLT1 se agru-
paron para el sacrificio alas 24 y 72 horas posteriores
a la isguemia (n=5), se perfundieron utilizando una
mezclade paraformaldehido, lisnay periodato de sodio
(PLP, pH: 7.4). Los cerebros seremovierony sedeja
ronen e mismo fijador por 24 horasa4°C. Por mediode
unvibratomo (Lancer) seobtuvieron seccionescoronales
seriadas (50 um), utilizando como referencialacomisu-
ra blanca anterior, la region anterior del hipotdamo, €
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estriadoy € palido ventral, este nivel correspondealas
coordenadas interaura 9.2 mm, bregma 0.2 mm. Para
confirmar las alteraciones histopatologicas, se utilizd
marcacion inmunohi stoquimica paralaproteinaasocia-
da con microtdbulos 2 (MAP2, Kosik, Santa Bérbara
CA, diluido 1:100 PBS/TritonX100), la cual es un mar-
cador deinjurianeurona (Figural) y NeuN (Chemicon)
(1:2500 PBS/TritonX 100 0.5%), que marca las pobla-
cionesneuronales, con el proposito dedefinir claramen-
teel espesor decadalaminacortical . Losindividuosque
mostraron ateraciones histoldgicas por este criterio
fueron los que se utilizaron en este estudio.

Con € proposito de identificar neuronas positivas
paraPV y para GLT1, las secciones flotantes se incu-
baron durante 12 horas en anti-PV (Sigma®), diluido
1:5000 PBS/triton X-100 y en anti-GLT1 (Novo Cas-
tra®) diluido 1:40 en PBS. Se escogio examinar € com-
portamiento del marcador GLT1 in situ, por los infor-
mes sobre |abilidad delostransportadores de glutamato
en tgido homogenizado. La marcacion para ambos
anticuerpos se revel 6 utilizando avidina-biotinasiguien-
do las instrucciones del fabricante (Vectastain® CA).
La actividad de la peroxidasa se revel§, utilizando 3.3
diazminobencidina como cromégeno con perdxido de
hidrégeno a 0.01% y contrastando después con niquel.
Los animales control (n=5), se procesaron simulténea
mente, omitiendo laincubacion con € anticuerpo prima:
rio.

Anélisisamicroscopiadeluz Seseleccionaronlos
cortes de la corteza frontoparietal, que corresponde a
area sensoriomotora, porque en & modelo de isquemia
utilizado por los autores, € foco isquémico comprende
estas areas corticales y un sector de la regién dorso-
lateral del caudado. Ademas, seanaliz6 cualitativamente
la region del cingulo tanto ips como contra-latera,
teniendo en cuenta que estas dos regiones estén conec-
tadas entre s por fibras comisuraes, pero que no
corresponden aregionesinfartadas por laoclusiéndela
arteriacerebral media. Los cortes se fotografiaron con
unacamaradigital Cannon® Power Shot S30 adaptada
a un microscopio de luz (Olympus® CH-2 optica
modelo CHS). Las imégenes a andizar se lograron
mediante la composicién de fotografias consecutivas,
las cuales se fusionaron digitalmente con e programa
Photo Stich® version 3.1 (2000). Lasimagenes obteni-
das representaban € espesor completo de la corteza
cerebral, sobre las cuales se redlizaron los conteos
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Cuadro 1
Promedios de espesor por lamina cortical
en la corteza frontoparietal

Lamina Media SD %
I 97.01 24.37 5.8
I 222.99 37.911 3.4
I} 319.69 23.671 9.1
\Y 59.81 11.83 3.6
Vv 316.28 26.571 8.9
VI 654.28 45,553 9.2

Total 1670.06 67.81 100.0

correspondientes utilizando € programa SigmaScan-
Pro® 5. Parae procedimiento cuantitativo se hicieron
cgjones de 100 x 500 micras (100 en €l plano corond y
500 en & plano tangencial). Se tuvo como criterio colo-
car € cajon en € centro de cadalamina. Para cumplir
este criterio la guia fue € espesor de cada lamina
determinado en cortes coronales teflidos con NeuN
(marcador neuronal), acoplados con los cortes sucesi-
vosparaPV y GLT1y asi asegurar laubicacion laminar.

Los datos se analizaron con ANOVA de una via,
seguido por € post-prueba de Neuman Keuls. Se con-
sideraron estadisticamente significativos valores de
p<0.05.

RESULTADOS

Delos 25 animales operados, 15 presentaron déficit
neuroldgico a recuperarse de la anestesia, llegando a
losgrados 1, 2y 3 despuésdel periodo de recuperacion.
No se utilizaron animales en € grado 4 (n=10), por su
baja supervivencia. Se redizaron cortes coronales su-
cesivos a partir de la comisura blanca anterior, para
hacer e andlisis con los marcadores seleccionados
teniendo en cuental ascoordenadasmencionadasantes.
Laregion examinada correspondié ala corteza fronto-
parieta contra-lateral (izquierda), que se relacionacon
lacortezaisquémicaen espejo. En cadacaso laprimera
seccion procesadacon € anticuerpoanti-M A P2, permi-
tiomedir d tamafio del infarto, aproximadamente 30.8%,
gue incluy6 tanto la corteza fronto-parietal como €
caudado putamen (Figura 1). Los cortes tefiidos con
NeuN permitieron medir € espesor de las laminas con
el propdsito defacilitar lacuantificacion celular en cada
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Figural.Seccion coronaldeun cerebroisquémico
a las 72 horas de supervivencia marcado con el
anticuerpo anti-MAP2. Las zonas pélidas corres-
ponden a las zonas infartadas: corteza cerebral
frontoparietal y regién dorsolateral del caudado
(2x).

capa (Cuadro 1).

Observacionesen e cingulo. Como separtid dela
premisa de que € infarto producido en & hemisferio
derecho puede afectar a la corteza contra-lateral del
hemisferio izquierdo, se examind la regidn del cingulo
diferente al foco y a la penumbra isquémica para
observar e comportamiento de los marcadores selec-
cionados en € modelo. Lalesion isquémicano mostro
diferencias cudlitativas en d cingulo dd hemisferio
isquémico ni en € del hemisferio contraateral (Figura
2), mientras que los cambios para PV y GLT1 en las
regiones contra-laterales al foco isquémico fueron muy
notables, por tanto se decidié hacer una evaluacion
cuantitativa lamina por lamina de | as regiones remotas
y establecer la progresién de estos cambios con €
tiempo de supervivencia

Distribucion de PV y de GLT1 en la corteza
cerebral normal. En la corteza fronto-parietal de ani-
males controles, las neuronas positivas para PV mues-
tran un patron laminar especifico. Es importante men-
cionar quelacapal carecedecélulaspositivasparaPV,
en su lugar se observa una considerable inmunorreac-
tividad representada en neuritas probablemente perte-
necientes a neuronas localizadas en capas inferiores o
derivadas de regiones subcorticales. Las capas || ala
V1, muestran células positivas para PV con un cuerpo
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Figura 2. Corte coronal a nivel de la comisura
blanca anterior (nivel de la lesion) que ilustra la
corteza del giro cingulo de ambos hemisferios
marcada con anti-parvalbimina. No se observan
cambios entrelacortezadel hemisferio contralateral
(A) y ladel lado isquémico (B) (4X). Barra 300 um.

bien definido y procesos dendriticos y axones con
diversa orientacion claramente marcados. La mayoria
de estas células se clasificaron como células en cande-
labroy célulasen cesta. El nimero de cuerposcelulares
inmunorreactivos es bgjo en lascapas|l y VI, interme-
dioenlacapalll y atoenlascapas|V, V.

La inmunorreactividad para GLT1 se observa
homogéneamente distribuida en todas las capas
corticales, las cdlulas inmunopositivas aparecen como
anillos a partir de los cuales emergen procesos cortos.

Inmunorreactividad para PV y GLT1 en la cor-
teza cerebral contralateral al foco isquémico. Mien-
trasqueen loscontroleslas neuronas positivas paraPV
predominan en las capas 1V y V, en la corteza contra-
lateral al foco isguémico seobservaun aumento notorio
en lainmunorreactividad a PV en las neuronas de las
capasll-Ill (Figura3y Grafical). Enlacortezacontra-
lateral se observa una disminucion en lainmunorreac-
tividad paraGL T1entodaslasldminasandizadasenlos
diferentes tiempos de supervivencia; estareduccion es
notable en laslaminas medio corticales, sobretodoenla
laminalll (Figura4y Gréfica 2).

Variaciones laminares en la expresiéon de PV y
GLT1 en la corteza contralateral

Lamina |: Como la lamina | carece de cuerpos
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Figura 3. A. El corte corresponde a laimunorreac-
tividad normal a parvalbumina; el marcaje mues-
tra interneuronas gabaérgicas localizadas princi-
palmente en las capas infragranulares. B, C. Sec-
ciones de corteza cerebral contralateral al foco
isquémicoalas 24y 72horas postisquemia, respec-
tivamente. Después de isquemia focal, se observa
un incremento en el niumero de células positivas
para parvalbumina en la corteza cerebral contra-
lateral. Estos cambios seinician desde los periodos
mas tempranos, siendo mas notorios en las capas
II'a V (10x). Los recuadros muestran procesos
celulares vigorosos en la corteza contralateral al
compararlos con los controles (40X). Barra 100 um.
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Gréfica 1. Los histogramas permiten comparar la
inmunorreactividad a la parvalbumina entre la
corteza cerebral normal y la corteza contra-lateral
a un foco isquémico a las 24 y 72 horas post-
isquémia. Los valores representan el conteo de
células positivas para parvalbumina. Los datos se
presentan como células/50,000 um. *** p<0.001.

celulares inmunorreactivos para PV, no se considerd
estacapaen e andlisis cuantitativo. Lainmunorreacti-
vidad paraGL T 1 aparece cudtitativamentedisminuida;
sinembargo, no seencontraron diferenciasen el conteo
celular.

Lamina Il: El nimero de células positivas para PV
aument6 alas 24y alas 72 horas, y ho se presentaron
cambios en la expresion de GLT1.

Lamina Il1: El nimero de célulasinmunorreactivas
para PV seincrementd alas 24y alas 72 horas y la
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CONTROL

24 HORAS 72 HORAS

Figura4. Expresion de GLT1 en lacortezacerebral
normaly en el lado contra-lateral al foco isquémico
alas 24y 72 desupervivencia. Seobservaunadis-
minucién general en la inmunorreactividad para
GLT1 en lacorteza contralateral ala lesion isqué-
mica al compararlo con el control; esta disminu-
ciones significativaenlacapalllalas 24y 72 horas
yenlacapalVsoéloalas 72horas. Barra50 um (10X).

expresion de GLT1 disminuyé en ambos tiempos de
supervivencia

Lamina IV: Lainmunorreactividad paraPV aumen-
t6 alas 24 horas de supervivencia; este incremento fue
aln mayor alas 72 horas. Por su parte lainmunorreac-
tividad paraGL T1 disminuy6 Unicamentealas 72 horas
de supervivencia

Lamina V: En esta [dmina la inmunorreactividad
paraPV seincrement6 alas 24y 72 horas de supervi-
vencia, mientras quelaexpresion de GLT1 no presentd
cambios.

Lamina VI: Lainmunorreactividad paraPV y para
GL T2 no cambi6 en ninguno de | os tiempos analizados.

En resumen, las células inmunorreactivas para PV
se aumentaron en las capas 11, I11, IV y V y permane-
cieron constantes en la lamina VI. La expresion de
GLT1 disminuy6 en la capa Il en los dos tiempos de
supervivenciaanalizados(24y 72 horas) y enlacapal V
disminuyd soloalas72 horas. Laexpresién deGLT1 no
cambiaenlascapasl, I,V y VI.
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DISCUSION

Lamayor parte de las inter-neuronas de la corteza
cerebral expresan proteinas atrapadoras de calcio. En-
tre éstas lacabindina D28K, la caretininay la parva-
bumina se expresan en interneuronas gabagrgicasy en
ellas contribuyen amantener lahomeostasisdel calcio®.
Se han utilizado procedimientos inmunohistoquimicos
paraidentificar | osdiferentestiposdecélulasgabaérgicas
presentes en la corteza, teniendo en cuenta que cada
proteina se encuentra en diferentes tipos neuronales,
con muy poca coexpresion®,

Laparvabliminase encuentraen célulasen cestay
en células en candelabro’. Estas células realizan con-
tacto sinaptico conel somay e segmentoinicia del axén
de neuronas piramidal es respectivamente. Las células
en cesta forman una importante red inhibitoria de la
corteza cerebral, debido a su localizacion estratégica
cercadeloscuerposdelasneuronaspiramidales, donde
controlan y sincronizan las sdidas de las céulas pira
midales. Se hademostrado que en & hipocampoy enla
neocortezalas neuronas gabagrgi cas positivas para PV
forman unared dual conectada por medio de uniones
laxas (gapjunctions) y sinapsisquimicasentreellasde
tipo inhibitorio. Las primeras son importantes para
mantener la sincroniay las Ultimas pueden estar impli-
cadas en la generacion de la actividad oscilatoria en el
rango de la frecuencia gama®.

En e presente estudio se demuestran incrementos
en laexpresion de PV en la corteza contralateral aun
foco isquémico pogterior a la oclusion de la arteria
cerebral mediaenratasy disminuciénenlaexpresionde
GLT1 particularmente en la lamina |1l cortical. La
parvalbiminaes unaproteina pertenecientealafamilia
EF-hand, conformada por un conjunto de proteinas
atrapadoras de calcio que como se mencioné antes
estén implicadas en la transduccién directa de sefides
mediadas por calcioy en e control de su homeostasis®.
Varios autores han informado que las proteinas
atrapadorasdecal ciocomocabindinaD28K,, calretinina
y parval bumina, tienen un papel neuroprotector a actuar
como amortiguadores de calcio que atentian la sobre-
cargainducida por fendmenos excitotoxicos generados
por lalesiénisquémica’. Sinembargo, estepapel hasido
controvertido, sobre todo en e caso delaPV.

Existen informes que indican que € papel delaPV
puedeir desdeprotector hastatener un efecto del etéreo,
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Gréfica 2. Los histogramas muestran el conteo de células positivas para GLT1 en la corteza control y
en la corteza contra-lateral al foco isquémico a las 24y 72 horas post isquemia.
Los datos se presentan como células/50,000 um. **p<0.001
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por ¢emplo en cultivos celularesde neuronas corticales
la expreson de parvalbimina se incrementa con la
neurotoxicidad inducidapor un agonistadel glutamato e
N-metil-D-aspartato’®. También sehainformado quela
expresioninmunohistoquimicade PV puede cambiar en
diferentes condiciones experimentales y en diferentes
regiones del sistema nervioso. Después de deprivacion
olfatoriapor oclusién unilateral delasnaresredizadoen
ratas y eval uadas dos meses después delaoclusion, se
encontrd un incremento significativo ips y contra-late-
ral de c8ulas positivas a PV en los nlcleos olfatorios
anteriores dorsal y lateral respectivamente!?. Lo ante-
rior indica que la actividad regula la expresion de las
proteinas atrapadoras de calcio. Los resultados del
presente traajo muestran un incremento general en e
nimero de neuronas que expresan PV en las capas ||,
11, 1V y V enlacorteza contralateral a un foco isqué-
mico. Losautoresconsi deran queestoscambiospueden
ser e resultado deladesconexion parcia por pérdidade
circuitos comisurales y de probables mecanismos de
reorganizacion singptica inducidos por €l proceso
isquémico. En laratalasfibras comisurales se originan
en neuronas localizadas en las capas 11l y V, estos
axones son glutamatérgicos y terminan en las capasi| |-
111y V-VI2, Aunquelamayor parte delasfibrascomi-
sural es terminan sobre espinas dendriticas de neuronas
piramidales, también conectan neuronas gabagrgicas,
en especia célulasen cestay en candelabro, las cuales
expresan parva blminal?, Estasinteraccionessingpticas
son relevantes como una fuente de inhibicién, que
modulan la actividad de la corteza cerebral.

Teniendo en cuenta que la isquemia foca genera
muerte celular en la region del foco, S las neuronas
piramidalesdel foco mueren, losaxonesqueterminanen
la corteza contra-lateral se degeneran, causando una
disminucion delaestimulacion delas cdulas en cestay
en candelabro, pero a mismo tiempo degjando vacantes
sindpticas que pueden ser ocupadas por axones recu-
rrentes de células piramidales vecinas, por fibras
asociativas del mismo hemisferio o por aferentes tal&
micas, todas las anteriores de caracter excitatorio.

En e presente estudio no hay evidencia directa de
esta reorganizacion singptica, pero es una posibilidad
gue es necesario explorar con experimentos nuevos 'y
més amplios. También es necesario seflalar que las
neuronascomisural esqueseproyectan desdelacorteza
contralateral (exofocales) a foco isquémico, no podran

22

Vol. 39 N° 3 (Supl 3), 2008 (Julio-Septiembre)

entoncesreali zar contactos s napti cossobre susblancos
especificos. Este nuevo estado implica un contexto
morfolégico y funciona diferente, que puede inducir
cambios espaciadles y temporales en la expresion de
parvalbumina, como los demostrados en este estudio,
donde se observan variantes en la expresion de PV
entrelas 24y 72 horas de supervivencia postisquémica.
Es importante anotar que las cortezas ips y contra
lateral del giro cingulo, no presentaron cambios obvios
enlaexpresion de parvoa biminacomo los que ocurren
enlacortezacontra-lateral a foco. Se podriaespecular
gue unadiferenciaen e sistemade circuitos corticales
ipsi-laterales vs. los comisurales podrian explicar las
discrepancias, sin embargo, esto requiere confirmacion
experimental més directa.

L os cambios en laexpresién inmunohistoquimicade
parvalbimina descritas en € presente trabajo, nos per-
miten plantear que la sefid para la induccidn de los
cambios remotos implicaria procesos de hiperactividad
glutamatérgicaen las zonas de injuria, con incrementos
en laliberacion de glutamato en |as regiones remotas.

Expresion de GLT1 después de isquemia en la
corteza contra-lateral. La pérdida de la homeostasis
de glutamato esta involucrada en € inicio de varias
condicionesneurol 6gicasincluyendoisguemiacerebral.
Lahomeostasisdel glutamato esregul adaprinci palmen-
te por una familia de transportadores de membrana
conocidos como transportadores para aminoacidos
excitatorios!®. Esta familia de proteinas incluye cinco
miembros. GLAST (también conocido como EAAT 1),
transportador glial encontrado sobre todo en €l cerebe-
lo; GLT 1 (0EAAT?2), d principal transportador glia del
telencéfalo, EAAC1 (0EAAT3), transportador neuronal
también de localizacion en € telencéfalo, EAAT 4,
transportador neurona del cerebelo 'y € transportador
EAAT 5, un transportador neuronal-glia presenteenla
retinal4,

Lasalteracionesenlarecapturadeglutamato debida
acambiosenlaexpresion o funcion delostransportado-
resde glutamato se han considerado como unacausade
la hiperexcitabilidad®.

Teniendo en cuentaquelalesionisquémicaafectaa
las proyecciones comisurales, las cuaes redizan con-
tactos sindpticos en la corteza contralateral sobre
neuronas piramidales y no piramidales y que arededor
de estas sinapsis se encuentra dispuesta una envoltura
glia, lacual atravésdelapresenciade transportadores
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deglutamato seencargade mantener lahomeostasisdel
neurotransmisor, se mird ademés, cdmo la isquemia
afecta el comportamiento de este transportador en la
corteza contra-lateral al foco isquémico.

Se han demostrado cambios en la expresion del
trangportador GL T1 en diferentes entidades dependien-
do de los mode os utilizados, del procedimiento experi-
mental o de las condiciones patol dgicas. Estos cambios
son més evidentes en unas areas que en otras. Después
de isquemiaglobd transitoria en ratas se ha observado
guelaexpresion ded RNAm paraGLT1disminuyeenla
region CA1ded hipocampoy enlaregion CA3disminuye
s6lo en periodos tempranos de supervivencia (dia 1) .
Los datos anteriores indican selectividad y especifici-
dad regiona en la expresidon del transportador GLT1
después de isquemia global. Posterior aisgquemiafocal
trangitoria, se hadescrito que los niveles de proteinasy
de la expresién del RNAm para GLT1 y EAAC1L
disminuyen significativamente (entre 36% Yy 56%) en el
hemisferio isquémico a compararlo con la corteza
contra-lateral o con |los especimenes control®,

En & presente estudio se observé una disminucion
dgnificativa en la expresién inmunohistoquimica de
GLT1 en la corteza cerebral contra-lateral a foco
isquémico, después de oclusion de la arteria cerebral
media en ratas. Los resultados muestran una disminu-
cion delainmunorreactividad paraGL T1 enlaslaminas
[11'y IV delacortezacerebral, mientrasqueenlascapas
[, 11,V y VI no se observan cambios significativos. En
la lamina Il la disminucion de la inmunorreactividad
paraGLT1 seiniciaalas 24 horasy contintia disminu-
yendo hasta las 72 horas, mientras que en la capa IV
solodisminuyedemanerasignificativaalas72horas. Es
posible que ladisminucién en laexpreson de GLT1 en
lascapas|ll y 1V seadl resultado de la deaferentacion
delasfibrascomisuraesqueseoriginaapartir de estas
l[&minas. Otras|dminascomo lall, V y VI no muestran
ninguin cambio, posiblemente porquelacapall dalugar
afibrascorticocorticalesipsilaterales, lacapaV afibras
corticoestriatales y la capa VI a proyecciones
corticotalamicas'’, detal maneraquelosaxones que se
originan en estas capas no estarian en directarelacion
con d stio delalesion.

Se ha demostrado en cultivos celulares que los
astrocitos expresan laproteinaGLT1 solo enlapresen-
ciade neuronas. Existe también laevidenciain vivo de
que la expresién de GLT1 requiere de la interaccion
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glia-neurona. Enisgquemiacerebral transitoriase obser-
vaunacorrelacion positivaentrelapérdidade neuronas
piramidales de la region CA3 y la disminucion de la
proteinay del RNAm paraGLT1%. Ene hemisferiono
lesionado la regulacion por lo bgjo de GLT1, puede
obedecer aotrosfactoresdiferentesalos que se obser-
van en & hemisferio lesionado.

Sehadescrito ampliamente quelaisguemiacerebral
foca puede también afectar la funcion de amplias
regiones dentro del mismo hemisferio y del hemisferio
contra-lateral, ademéas de las regiones directamente
lesionadaspor lareducciénde flujo sanguineo. Después
de oclusion permanente de la arteria cerebral mediase
ha descrito en humanos incrementos en la excitabilidad
de la corteza contra-lateral. En pacientes con infarto
cortical se observa sobre-activacion de areas bilatera-
les motoras y no motoras!®. Un aumento bilateral enla
activacion delared motora puede representar un incre-
mento en e reclutamiento de redes neuronales.

Los cambios demostrados en laexpresén de GLT1
endl presentetrabag o, podrian contribuir alosincremen-
tos en laactividad el éctrica de la corteza contra-|ateral
al focoisgquémico, causado por aumentosmoderadosen
las concentraciones de glutamato.

Como yase menciond laexpresion de GLT1 por los
astrocitos sélo se da en la presencia de neuronas. El
péptido pituitario activador delaadenilciclasa(PACAP)
es un conocido modulador de la sefializacion
glutamatérgica. Este péptido es esencia para que se
expresee transportador GLT1 enlacortezacerebral'®.
Con base en los resultados del presente articulo se
propone que la desconexién procedente de las regiones
isgquémicaspuedellevar aunadisminucionenlosniveles
de PACAP, lo cua puede producir una bagja en los
nivelesde GLT1. Lo anterior ocasionaria un moderado
aumento en laconcentraci on de glutamato. Ladisminu-
ciéndelosnivelesde GLT1laminaespecifica(lll y 1V),
el incremento en la expresion de PV y en la actividad
eléctricainformada por otros?°, pueden indicar adapta-
cionesmorfofuncionales en el hemisferio contra-lateral
aunfocoisguémico. Enconclusién, despuésdeisquemia
focal, los cambios en la expresion de GLT1 pueden
proveer un nuevo estado de regulacion de glutamato y
un patron diferente de actividad. Por otro lado los
incrementos en la expresion de PV pueden reflgjar un
mecanismo compensatorio en respuesta a la actividad
de glutamato. Estos cambios son mas relevantes en la
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l[&minalll. Aunquelos aumentosen laexpresion de PV
no se pueden correlacionar con losdelaactividad gaba-
érgica, estos podrian vincularse a cambios en la activi-
dad glutamatérgica provistos por la reorganizacion
singptica
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LISTA ABREVIATURAS

PV: Parvalbimina

GLT1l:  Transportador de glutamato 1

PACAP: Péptido pituitario activador de la
adenilciclasa

CA3: Cuerno de Amén 3

NeuN:  Antigeno nuclear neuronal

MAP2: Proteina asociada con microtibulos 2



