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PALABRAS CLAVE Resumen

Inervacion Introduccion: El sistema colinérgico incluye neuronas localizadas en el cerebro basal anterior
colinérgica; y sus axones largos proyectan a la corteza cerebral e hipocampo. Este sistema modula la funcion
Colina cognitiva. En la enfermedad de Alzheimer (EA) y en el proceso de envejecimiento la disfuncion
acetiltransferasa; colinérgica hay una asociacion entre el deterioro cognitivo y el dano progresivo de las fibras
Acetilcolinesterasa; colinérgicas, lo que conduce al postulado de la hipotesis colinérgica.

Corteza cerebral; Desarrollo: En la EA se producen alteraciones en la expresion y en la actividad de la colina
Hipocampo; acetiltransferasa (ChAT) y la acetilcolinesterasa (AChE), enzimas especificas relacionadas con la
Enfermedad de funcion del SC. Ambas proteinas juegan un papel importante en la transmision colinérgica mos-
Alzheimer trando variaciones en la corteza cerebral y en el hipocampo, tanto por el envejecimiento, como

por la EA. En ambas estructuras, los desérdenes demenciales estan asociados a la destruccion
severa y desorganizacion de las proyecciones colinérgicas que se encuentran afectadas. Para
el estudio de este sistema se han usado marcadores especificos como los anticuerpos contra
ChAT y AChE que han sido empleados en las técnicas de inmuhistoquimica de luz y micro-
scopia electronica en algunas especies animales.

Conclusiones: En este trabajo se hace una revision de los principales estudios inmunomorfo-
logicos de la corteza cerebral e hipocampo de varias especies animales con énfasis en el SC y
su relacion con la EA.

© 2012 Sociedad Espafnola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

KEYWORDS Cholinergic markers in the cortex and hippocampus of some animal species and their
Cholinergic correlation to Alzheimer’s disease
innervation;

Abstract

Introduction: The cholinergic system includes neurons located in the basal forebrain and
their long axons that reach the cerebral cortex and the hippocampus. This system modulates
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cognitive function. In Alzheimer’s disease (AD) and ageing, cognitive impairment is associated
with progressive damage to cholinergic fibres, which leads us to the cholinergic hypothesis for
AD.

Development: The AD produces alterations in the expression and activity of acetyltransferase
(ChAT) and acetyl cholinesterase (AChE), enzymes specifically related to cholinergic system
function. Both proteins play a role in cholinergic transmission, which is altered in both the
cerebral cortex and the hippocampus due to ageing and AD. Dementia disorders are associated
with the severe destruction and disorganisation of the cholinergic projections extending to
both structures. Specific markers, such as anti-ChAT and anti-AChE antibodies, have been used
in light immunohistochemistry and electron microscopy assays to study this system in adult
members of certain animal species.

Conclusions: This paper reviews the main immunomorphological studies of the cerebral cortex
and hippocampus in some animal species with particular emphasis on the cholinergic system
and its relationship with the AD.

© 2012 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafna, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

En el cerebro de los mamiferos, los nucleos colinérgicos se
localizan en el prosencéfalo basal (PB), hacia el septum
medial a través de la banda diagonal de Broca, al nlcleo
basal de Meynert (NBM), incluyendo a la sustancia innomi-
nada. Las neuronas situadas mas rostralmente, en el septum
medial y rama vertical de la banda diagonal de Broca, iner-
van al hipocampo (via septo hipocampica). Las neuronas mas
caudales que incluyen al NBM y la sustancia innominada,
inervan a la corteza cerebral y la amigdala. Los nucleos
del PB reciben conexiones reciprocas de estructuras limbi-
cas (orbitofrontal, polo temporal, region medial del l6bulo
temporal y la corteza entorrinal). Los nlcleos del tronco
cerebral (peddnculo pontino, tegmental y lateral dorsal teg-
mental, activan la corteza cerebral a través de proyecciones
al talamo. Tanto el PB como el tronco cerebral proyec-
tan al nucleo reticular del talamo, teniendo los nlcleos
colinérgicos una extensa influencia directa e indirecta
sobre la actividad cortical y limbica. La neurotransmision
del sistema colinérgico (SC) esta implicada en los procesos
de memoria, aprendizaje y suefo, entre otras funciones'. Su
carencia produce alteraciones en estas funciones, estiman-
dose que puede ser una de las causas de demencia senil o
enfermedad de Alzheimer (EA). La biosintesis de la acetilco-
lina (C7H1¢NO;) o éster de acido acético y colina se realiza en
el citoplasma del soma y de las terminales presinapticas por
medio de la actividad de la enzima colina acetiltransferasa
(ChAT) y en la hendidura sinaptica es degradada en ace-
tato y colina por la enzima colina acetilcolinesterasa (AChE)
para su recaptura en la neurona presinaptica®?. Tanto la
ChAT como la AChE son proteinas marcadoras especificas
de la actividad fisiologica de las neuronas colinérgicas, y
ambas juegan un papel importante en la homeostasis de la
acetilcolina neuronal®.

En la EA*>¢ se ha reportado una disfuncion en el meta-
bolismo colinérgico, asi como alteraciones neuronales de
innervacion, sintesis, degradacion y recaptura de la ace-
tilcolina. En el humano, la disminucion de las células
colinérgicas es un cambio patolédgico en el cerebro basal
anterior’~"". Aunque no es un acontecimiento inicial en la
EA, asi como en el proceso de envejecimiento’?, se implica
una denervacion cortical relacionada con la eliminacion de

proyecciones extrinsecas a la corteza cerebral®. Lo ante-
rior se manifiesta como disfuncion cognitiva, intelectual y
social, en progresion propia de la EA con la siguiente sinto-
matologia: agitacion, psicosis, depresion, apatia, ansiedad,
desérdenes de suefio y del apetito’> ">, En estos pacientes
hay disminucion en la produccion de la ChAT y de la AChE en
la corteza cerebral e hipocampo, y defectos en el transporte
axonal de dichas enzimas, por degeneracion de neuronas
colinérgicas del cerebro basal anterior (NBM)'®. En estudios
cuantitativos del tejido cerebral de pacientes con la EA se
observé disminucion de las fibras colinérgicas reactivas del
55%, en comparacion con el tejido cerebral sano'’. Para el
estudio de la inervacion colinérgica de la corteza cerebral e
hipocampo y su importancia particular de los circuitos neu-
ronales en dichas estructuras, se han utilizado una variedad
de especies animales de mamiferos y una combinacion espe-
cifica de anticuerpos para marcadores colinérgicos como la
ChAT y la AChE, con lo que se ha demostrado su relacion
directa en procesos de consolidacion de la memoria®® 82,

Marcadores colinérgicos en el cerebro humano

La corteza cerebral del humano posee una compleja y
extensa red de axones colinérgicos’' 2%, los cuales iner-
van, se originan en las neuronas colinérgicas ubicadas en
los nucleos celulares del NBM (nucleo de Maynert), ambos
presentan inmunorreactividad para las enzimas ChAT y
AChE?>24-26; estas se tifien y se observan con mayor densidad
en las capas corticales m y v'7. La mayoria de las neuro-
nas positivas para la AChE son piramidales y se localizan
en la capa v cortical'’. En técnicas de inmunohistoquimica
realizadas con el anticuerpo para la ChAT muestran una alta
densidad de fibras positivas y prolongaciones colinérgicas
delgadas en toda la corteza cerebral'’; de manera gene-
ral, las fibras inmunorreactivas para la ChAT tienen una
apariencia gruesa como una cadena de cuentas con ter-
minales punteadas?’. Todas las areas corticales contienen
una combinacion de axones colinérgicos que se encuentran
orientados en sentido horizontal, vertical y oblicuo en la
superficie. Las fibras horizontales se localizan en la capa 1y
en menor cantidad en la capa 1. Las fibras orientadas verti-
calmente se localizan en la mayoria de las capas. Las capas
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Tabla 1 Fibras colinérgicas en primates

Tipo | Son espesas y tienen pocas varicosidades,
tienen trayectorias rectas y poseen numerosas
fibras positivas a ChAT

Tipo 1 Se observan fibras tipo | difusas y numerosas
varicosidades

Tipo Son delgadas, poseen numerosas varicosidades

con trayectorias ramificadas

ChAT: colina acetiltransferasa.

superficiales (1, 1y m) contienen gran densidad de inervacio-
nes colinérgicas??.

En el hipocampo humano se encuentra inmunorreacti-
vidad para la ChAT y la AChE en las fibras de la fimbria y
en la sustancia blanca subcortical del giro parahipocampal
adyacente a la via alveolar. Las fibras que se orientan hacia
la region CA1 y el giro parahipocampal son delgadas vy tie-
nen una distribucion radial?’. La inmunorreactividad para la
ChAT es mas intensa en el estrato radial, y en la capa de célu-
las piramidales presenta un marcaje finamente punteado, y
fibras delgadas orientadas al azar con axones gruesos hacia
estas células que provienen del giro parahipocampal. La
inmunorreactividad de estas fibras es poco intensa en la capa
CA1, asi como en el estrato oriens y en el estrato lacunoso
molecular?’. Las fibras inmunorreactivas positivas para AChE
son delgadas; tanto en el estrato oriens como en las fibras
musgosas del giro dentado?® y densas en el estrato pirami-
dal de las areas CA2 y CA3. En el giro dentado, las fibras
inmunorreactivas para la ChAT y para la AChE se localizan
en 2 capas: una banda de células granulares y otra com-
puesta por fibras transversales con marca densa?’. La capa
molecular contiene una densidad uniforme de fibras reacti-
vas para la ChAT, estas se orientan de manera paralela a la
capa de células granulares. En la capa molecular, las fibras

<

\

Figura 1

inmunorreactivas para la ChAT estan orientadas en el eje
rostro caudal y a este nivel el marcaje es tenue?’. La inmu-
norreactividad para la AChE es mas densa en la capa de las
células granulares, como una banda delgada adyacente a
esta y en la capa de células piramidales existe inervacion
moderada en el complejo subicular?’-?8. Las capas polimor-
fica y molecular presentan una distribucion homogénea y
aleatoria de la inmunorreactividad?® (fig. 1).

Marcadores colinérgicos en el cerebro
del primate

En la corteza cerebral del primate se observa la inervacion
inmunorreactiva para la ChAT distribuida de manera hetero-
génea con fibras y terminales que provienen del NBM¥. En
las regiones motoras, la AChE tiene un patron caracteristico
en las capas v y vi, donde las fibras se encuentran orientadas
de forma radial y los cuerpos celulares reactivos en la capa
vi*0,

En el hipocampo de algunas especies de primates no
se observan neuronas positivas a la ChAT en la formacién
hipocampal, ya que el marcaje esta restringido a fibras y
varicosidades, y estas fibras se han clasificado por tipos,
segln su distribucion y sus caracteristicas morfologicas
(tabla 1).

La inmunorreactividad para la ChAT se localiza en el
area CA3 hasta el giro dentado y disminuye la densidad de
fibras en el area CA2*', y fibras positivas para la ChAT en
el subiculum y por encima de CA1 en la region de célu-
las piramidales hasta la capa molecular. Este marcaje es
continuo con las fibras localizadas en el estrato lacunoso
molecular y la mayoria de las fibras inmunorreactivas son
horizontales y de tipo . El marcaje de las fibras positivas
para la AChE se encuentra disminuido en el area CA1 vy el

B

Sub

Marcadores colinérgicos ChAT (rojo) y AChE (azul) en la corteza cerebral (A) e hipocampo (B) de humano. Se indican en

A, las 6 capas celulares (1-vi) y en B, las 3 areas de células piramidales en los campos, CA1, CA2 y CA3 con sus respectivos estratos
(0) oriens, (P) piramidal (R) radial y molecular (M), asi como el giro dentado (GD), de donde emergen las fibras musgosas (FM), que
hacen sinapsis con el estrato lucidum (CA3), la fimbria (Fi) y el subiculum (Sub).
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Figura 2  Marcadores colinérgicos ChAT (rojo) y AChE (azul) en la corteza cerebral (A) e hipocampo (B) de primate. En la corteza
cerebral se muestran las 6 capas celulares (1-vi) y en la region del hipocampo sus 3 areas (CA1, CA2 y CA3), asi como el giro dentado

(GD), la fimbria (Fi) y el subiculum (Sub).

subiculum®'. En el giro dentado se localiza una variacion en
la densidad de fibras positivas para la ChAT segun su orien-
tacion, asi en la capa molecular de la region antero-dorsal,
las fibras se distribuyen de manera difusa, en cambio en las
regiones mas caudales y en la porcion medial adyacente a la
fimbria la intensidad se incrementa y disminuye en las por-
ciones laterales®?. Con respecto al marcaje para la enzima
AChE en el giro dentado, se observa reduccion de fibras en
todas las capas en comparacion con la ChAT*? (fig. 2).

Marcadores colinérgicos en el cerebro
de la rata

Las técnicas histoquimicas revelan la inervacion en areas
corticales provenientes del NBM ya que ahi se ubican las
neuronas magnocelulares que son la fuente primaria de iner-
vacion colinérgica®.

En la corteza cerebral, las fibras inmunorreactivas para la
ChAT se observan en las capas iy Iv, y con un marcaje tenue
en la capa 1>**, asi mismo, se encuentran cuerpos celula-
res fusiformes en dichas capas’. Esto representa solo una
pequena fraccion de neuronas corticales que se encuentran
con un marcaje menos intenso que las que se ubican en el
NBM; muchas de estas neuronas positivas para la ChAT pre-
sentan un patron dendritico bipolar y algunas son de tipo
estrellado, con dendritas orientadas verticalmente a través
de las capas corticales®®. En la corteza visual primaria el
area 17 presenta una gran densidad de fibras en la capa |
y menos fibras en las capas v y v, tanto para la ChAT como
para la AChE®>.

El hipocampo muestra una distribucion de la ChAT posi-
tiva finamente granular en el estrato oriens, donde la
inmunorreactividad es mas densa en las regiones CA2 y
CA3. Esta positividad granular del estrato oriens continta
con las fibras inmunorreactivas para la ChAT en el alveus
y la fimbria. En el giro dentado se observan tanto granulos

como fibras inmunoreactivas para la ChAT con distribucion
dorsal y ventral, asi como en la capa molecular, con una dis-
tribucion superficial. En el estrato lacunoso molecular hay
pocas fibras positivas para este marcador, los cuales se dis-
tribuyen a través de CA1 en transicion en el subiculum y
hacia la sustancia blanca subcortical®®. El hipocampo de la
rata recibe fibras aferentes de la AChE, las cuales forman
parte de la activacion del SC¥-*¢. Se ha reportado que las
neuronas positivas para la AChE en el cerebro de la rata
poseen una morfologia parecida que las neuronas positi-
vas para la ChAT. Se han observado algunas neuronas pos-
itivas para la AChE que indican que no es un marcador espe-
cifico de neuronas colinérgicas en la corteza cerebral en esta
especie. Ademas, la inmunorreactividad de ambos marca-
dores (ChAT y AChE) no es lo suficientemente intensa como
para permitir observar el doble marcaje®® (fig. 3).

Marcadores colinérgicos en el cerebro
del ratén

En las regiones visual, somatosensorial y frontal de la cor-
teza cerebral, el patrdn de fibras positivas para la ChAT y la
AChE se encuentra organizado de forma trilaminar y se loca-
lizan 3 bandas horizontales inmunorreactivas para ambos
marcadores. En la capa 1, vy vi, y en menor proporcion en
la capa v*°. Se observa una banda delgada en las capas I y
11 mas densas localizadas en las capas Iv, v y vi; ademas, la
Ultima capa, muestra una acumulacion densa de las fibras
inmunorreactivas para la ChAT®. En la corteza visual, las
fibras colinérgicas se identifican como una banda delgada
que atraviesa en la capa | paralela a la superficie pial. En
la corteza somatosensorial la mayoria de las células positi-
vas tanto para la ChAT como para la AChE contienen fibras
en la capa iv. En todas las regiones de la corteza frontal se
incrementa la densidad de fibras colinérgicas sobre todo en
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Figura 3

Marcadores colinérgicos ChAT (rojo) y AChE (azul) en la corteza cerebral (A) e hipocampo de la rata (B), en A, se muestran

las 6 capas celulares (1-vi) y en B en el hipocampo, abundancia de ChAT en las areas CA3 y CA2, y menor densidad en CA1 y nula

marca en el giro dentado (GD).

la capa 1*°. En la regién del hipocampo se encuentran bandas
distintas de fibras colinérgicas. La capa de células piramida-
les es inmunorreactiva para la ChAT principalmente en CA4.
En el giro dentado se observa una banda delgada de este tipo
de fibras en toda la capa de células granulares® (fig. 4).

Modelos animales para Alzheimer
y la inervacion colinérgica

En el estudio durante el desarrollo de la inervacion coli-
nérgica de la corteza cerebral y el hipocampo en el modelo

de la EA, en el raton transgénico (APPs,,q*') que sobre
expresa B-amiloide se observd la inmunorreactividad de
la ChAT, indicando que la alteracion es selectiva al SC en
este modelo animal“. En el triple transgénico de la EA
(3xTg-AD), las alteraciones colino-tropicas son dependien-
tes de la edad y el sexo, y de manera mas pronunciada
en el hipocampo, en la cual se desarrollan primero los
péptidos B-amiloide. Por otra parte, la disminucion en la
expresion de la ChAT en este mismo raton (3xTg-AD) se
podria explicar por el aumento de la expresion del factor
de transcripcion REST/NRSF, asociado a los trastornos
degenerativos neuronales observados en la EA*.

Figura4 Marcadores colinérgicos ChAT (rojo) y AChE (azul) en la corteza cerebral e hipocampo de raton. A) Region de la corteza
cerebral en donde se observan las 6 capas celulares. B) Region del hipocampo en donde se observan las areas (CA1, CA2, CA3 y

CA4), asi como el giro dentado (GD).
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Conclusion

En los cerebros de humanos, primates y murinos (rata
y raton), se describen los 2 marcadores principales
(ChAT y AChE) del SC, en la corteza cerebral e hipocampo y
su distribucion particular. En la EA se ha postulado la hipéte-
sis colinérgica que plantea que la disfuncion de este sistema
conlleva al déficit cognitivo, por ello la importancia de cono-
cer la distribucion de dichos marcadores en estas areas
cerebrales (corteza cerebral e hipocampo) que en esta afec-
cion se ven principalmente afectadas. Ademas, los modelos
animales permiten una mejor aproximacion en la alteracion
de este SC y su relacion con el desarrollo de la EA, para el
diseno de estrategias farmacologicas que prevengan o bien
que ayuden a su tratamiento.
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