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1.3.4 Deteccion de la expresion de ADH por hibridacion in situ

Se determind el patron de expresion, a nivel de mRNA, de los genes de ADH1 y ADH4
en regiones especificas del SNC. Para ello, diferentes secciones de tejido nervioso de
rata se examinaron por ISH utilizando ribosondas especificas para las dos clases de
ADH de rata. La hibridacion con las ribosondas antisentido revel6 la presencia de
sefial positiva en cerebelo, corteza cerebral y formacién hipocampal. Ademas, los
mMRNAs de ambas clases de ADH se detectaron en el sistema vascular y ventricular
asociado al tejido nervioso: leptomeninges, capa ependimaria y plexos coroideos de
los ventriculos y la microvasculatura. Numerosas regiones no mostraron expresion de
ADH1 y ADH4, tales como los coliculos inferior y superior, nucleo del rafe, nucleos
talamicos, formacion reticular y el cuerpo calloso (ver estructuras en Fig. 34).

1.3.4.1 Expresion de la ADH en cerebelo

El cerebelo esta formado por una corteza cerebelar de sustancia gris y una médula de
sustancia blanca que contiene cuatro pares de nucleos. La corteza cerebelar forma
una serie de circunvoluciones profundas o pliegues sostenidos por la médula central
ramificada de sustancia blanca (estructura 1 de Fig. 34). La corteza, a mas aumento,
esta formada por tres capas: una capa externa, la capa molecular, que contiene
relativamente pocas células; una capa interna extremadamente rica en células, la
capa celular granulosa, y una unica capa intermedia de grandes neuronas
denominadas células de Purkinje.

La ISH detectd la presencia del mRNA de ADH1 en la corteza pero no en la médula
cerebelar (Fig. 38A). En la corteza, se localizé en la capa granulosa y en la monocapa
de células de Purkinje, pero no en la capa molecular (Fig. 38A y B). En cambio, la
hibridacién con la ribosonda para ADH4 mostré no sélo sefial positiva en la corteza
sino también en ciertas zonas muy definidas de la sustancia blanca (Fig. 38E y F; Fig.
39). En la corteza cerebelar, ADH4 se detectd tan soélo en las células de Purkinje,
coincidiendo con la expresiéon de ADH1, pero no se expreso ni en la capa granulosa ni
en la molecular (Fig. 38F, comparar con Fig. 38B). Como se ha comentado
anteriormente, también se detecté una intensa sefal positiva para ADH4 en una capa
bien definida en la médula cerebelar de los Idbulos 4 y 6 limitada por la fisura primaria,
que pudo observarse claramente en los cortes transversales del cerebelo de rata. La
sefal se detectd en la zona media (lo que se conoce como vermis cerebelar) y en la
intermedia pero no en las zonas laterales (Fig. 38E y Fig. 39A, B y D, comparar con la
lamina 113 de Paxinos y Watson, 1986). La deteccion inmunocitoquimica de GFAP,
en las secciones de cerebelo, mostré que la sefal de ISH localizada en la sustancia
blanca, no se encontraba en los astrocitos (Fig. 39E). Este hecho sugiere que esta
zona con ADH4 podria relacionarse con las fibras comisurales (las fibras colaterales)
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que discurren de un hemisferio a otro del cerebelo y que permiten la integracion de la
senal por parte del cerebelo.

Figura 38. Localizacion del mRNA de ADH1 y ADH4 en secciones de cerebelo de rata
adulta mediante ISH. Se detectd ADH1 en la capa granulosa y en las células de Purkinje de la
corteza cerebelar (A y B), mientras que ADH4 sélo aparecié en las células de Purkinje (E y F).
Identificacion de los astrocitos en la corteza cerebelar mediante ICC para GFAP (C). Las
secciones control hibridadas con sondas sentido para ADH1 (D) y ADH4 (G) no mostraron
sefial. a, astrocito; Gr, capa granulosa; LM, leptomeninges; Mo, capa molecular; P, célula de
Purkinje; WM, sustancia blanca. Barras de calibracion: A y E (mostrada en A), 800 um, B-D, Fy
G (mostrada en B), 50 pm.

En el cerebelo de ratén, el andlisis mediante ISH con la ribosonda antisentido
especifica para ADH4 reveld la presencia del mMRNA de ADH4 tanto en la capa
granulosa como en las células de Purkinje (Fig. 40), en contraste con el cerebelo de
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rata en que la expresion de ADH4 se detectd exclusivamente en las células de
Purkinje (Fig. 38E y F).
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Figura 39. Localizacion del mRNA de ADH4 en la medula cerebelar mediante ISH.
Presencia de ADH4 en una capa definida de la médula cerebelar (A, B y D). Seccion control
hibridada con la sonda sentido ADH4 (C). Identificacion de los astrocitos en la sustancia blanca
por ICC para GFAP (E). a, astrocito; Gr, capa granulosa, Mo, capa molecular, P, célula de
Purkinje, WM, sustancia blanca. Barras de calibracion: A, 200 um; B y C (mostrada en B), 100
um; Dy E, (mostrada en D), 50 pm.

En el cerebelo humano, el analisis mediante ISH con una ribosonda antisentido
especifica para ADH4 humana mostré que el mMRNA de ADH4 se encontraba en la
corteza cerebelar pero no en la médula cerebelar, al menos en las regiones
analizadas (Fig. 41). En la corteza, la sefial se localizd en la capa granulosa (a
diferencia de lo observado en rata) y en la capa de células de Purkinje, pero no en la
capa externa molecular (Fig. 41A y B). Al igual que en el SNC de rata, se detecto
sefal positiva y especifica para ADH4 en el endotelio vascular de los capilares
sanguineos que nutren el cerebelo (Fig. 41A y 42A). La hibridacién con la sonda
sentido no mostré sefial especifica (Fig. 41C y 42B).
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Figura 40. Localizacion del mRNA de ADH4 en secciones de cerebelo de ratén adulto
mediante ISH. ADH4 se detectd en la capa granulosa y en las células de Purkinje de la corteza
cerebelar (A y B). Gr, capa granulosa, Mo, capa molecular, P, célula de Purkinje, WM,
substancia blanca. Barra de calibracion (mostrada en B): A, 100 um; B, 50 pm.

1.3.4.2 Expresion de la ADH en la formacién hipocampal

La formacion hipocampal es una region especializada de la corteza limbica, localizada
en el l6bulo temporal (estructuras 4 y 5 de Fig. 34). El hecho de estar replegada en
una dimensién y luego curvada en otra, hace que tenga una forma tridimensional
compleja, haciendo dificil su representacion sobre el papel. La formaciéon hipocampal
incluye la corteza entorrinal, las tres subdivisiones del complejo subicular, el propio
hipocampo vy la circunvolucion dentada. El hipocampo también se denomina asta de
Ammon o, en latin cornu ammonis, lo que explica por qué sus principales
subdivisiones reciben el nombre de CA1, CA2, CA3 en la rata y una méas, CA4, en
humanos. En la Fig. 43A, se indica la posicion relativa de la formacion hipocampal de
ambos hemisferios del SNC de la rata.
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Figura 41. Localizacién del mRNA de ADH4 en secciones de cerebelo humano mediante
ISH. Deteccion de ADH4 en la capa granulosa y en las células de Purkinje de la corteza
cerebelar (A y B). Secciones control hibridadas con la sonda sentido para ADH4 humana (C y
D). Gr, capa granulosa, Mo, capa molecular, P, célula de Purkinje, WM, sustancia blanca; v,
capilares sanguineos. Barras de calibracion (mostrada en D): Ay C, 200 um; By D, 50 pm.
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Figura 42. Localizaciéon del mMRNA de ADH4 en los vasos de cerebelo humano mediante
ISH. Deteccion de ADH4 en el endotelio de los capilares sanguineos asociados al cerebelo (A).
Seccion control hibridada con la sonda sentido para ADH4 humana (B). Mo, capa molecular, v,
vasos sanguineos. Barra de calibracion (mostrada en B): 50 um.
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