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RESUMEN

En roedores adultos las células granulares del hipocampo tienen un
fenotipo glutamatérgico, sin embargo se ha reportado por diversos grupos de
investigacion que durante el desarrollo, hasta el dia 21 posnatal, estas células
expresan los marcadores del fenotipo GABAérgico, i.e., el GABA, la
descarboxilasa de acido glutamico (GADs7), el transportador vesicular de GABA
(VGAT) vy los receptores GABAa postsinapticos. En esta condicion, la estimulacion
de las fibras musgosas, los axones de las células granulares, produce respuestas
GABAEérgicas monosinapticas con las caracteristicas farmacoldgicas Yy fisioldgicas
de la transmision de las fibras musgosas, lo que sugiere fuertemente que pueden
coliberar glutamato y GABA. Sin embargo dada la compleja arquitectura de la red
de CA3 y el giro dentado, estas respuestas GABAérgicas pueden ser debidas a
estimulacién no selectiva de entradas sinapticas provenientes de interneuronas
locales. En el presente trabajo mostramos que la estimulacion selectiva de un
boton identificado de una fibra musgosa unido a la dendrita apical de una célula
piramidal de CA3 proveniente de roedores de 2 semanas de edad, produce
respuestas (1) glutamatérgicas, (2) GABAérgicas o (3) respuestas mixtas con las
caracteristicas farmacoldgicas y fisiologicas de las fibras musgosas Lo que es
mas, las respuestas sinapticas GABAérgicas y las respuestas mixtas solo fueron
obtenidas in neuronas piramidales provenientes de ratas de 15 dias de edad pero
no de roedores de 25 dias de nacidas. De esta manera, los datos presentados en
este estudio apoyan las observaciones de trabajos previos y demuestra que en las

primeras 3 semanas las fibras musgosas coliberan glutamato y GABA.
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ABSTRACT

Hippocampal granule cells express a glutamatergic phenotype in adult period,
however in developing mammals it has been described the presence of the
markers of the GABAergic phenotype, i.e., the presence of GABA, glutamic acid
decarboxylase (GADe7), vesicular GABA transporter (VGAT) and GABAAa receptors
by several laboratories in the last 15 years. When this occurs, stimulation of the
mossy fibers produces GABAergic monosynaptic responses with the
pharmacological and physiological characteristics of mossy fiber transmission. This
evidence strongly suggested that until postnatal day 21 mossy fibers can co-
release glutamate and GABA, however given the complex network of the dentate
gyrus and CA3 area, monosynaptic GABAergic events could represent inputs from
local interneurons which are activated with non-selective stimulation, rather than
GABA release from mossy fiber terminals. Here we show that the selective
stimulation of a single mossy fiber bouton attached to the apical dendrite of a CA3
pyramidal cell from 2-week-old rat produced synaptic responses (1) glutamatergic,
(2) GABAergic or (3) mixed glutamatergic/GABAergic, while synaptic responses
evoked by the stimulation of inhibitory terminals in the same pyramidal cell were
always exclusively GABAergic, underwent frequency-dependent depression and
were unaffected by metabotropic glutamate receptors agonists. Even more,
GABAergic and mixed glutamatergic-GABAergic synaptic signals could only be
recorded in pyramidal cells from 15-, but not from 25-days-old rodents. Data
presented in this study support previous observations and demonstrate that in the

first 2-3 weeks GABA and glutamate are co-released from mossy fiber terminals.
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INTRODUCCION

En el sistema nervioso la transmision de informacion rapida (<50 ms) entre
las neuronas se lleva a cabo mediante corrientes eléctricas y mensajeros quimicos
a través de las sinapsis. A la mitad de la década de los afios 30’s del siglo XX
Henry Dale postulé que cada neurona funciona como una unidad metabdlica en la
que todas sus terminales deben utilizar el mismo mecanismo quimico de
neurotransmision. Posteriormente, esta propuesta fue transformada gradualmente
a un Principio que establecia que una neurona libera solo un tipo de
neurotransmisor en todas sus sinapsis (Dale, 1935; Eccles y cols. 1954; Strata y
Harvey, 1999). Esto llevé a muchos cientificos a descartar la posibilidad que una
neurona pudiera liberar mas de un neurotransmisor. Sin embargo, actualmente
estd bien establecida la coliberacién de un neutransmisor rapido “clasico” y un
péptido, nucledtido, ion u otro neuromodulador (Hokfelt y cols. 1980; Schultzberg y
cols. 1982; Kupfermann, 1991; Merighi, 2002). Lo que es mas, hay evidencia de
liberaciébn de dos neurotransmisores de accion rapida por una sola neurona en
varias areas del sistema nervioso (Jonas y cols. 1998; Gutierrez, 2000; Zheng y
cols. 2004; Gillespie y cols. 2005; Borodinsky y Spitzer, 2007).

Estudios pioneros en nuestro laboratorio muestran que durante los primeros 21
dias del desarrollo postnatal y en la etapa adulta en condiciones de
hiperexcitabilidad las células granulares del giro dentado muestran un fenotipo
dual GABAérgico/glutamatérgico y en estas condiciones, la estimulacion de las
células granulares o de sus axones produce respuestas inhibidoras
monosinapticas, ademas de la excitadora, con las caracteristicas farmacologicas y
fisiolégicas de la transmision de las fibras musgosas (Gutiérrez y cols., 2003;
Gutierrez, 2005; Jaffe y Gutierrez, 2007; Gutierrez, 2005; Gutiérrez, 2009). Estos
hallazgos han sido confirmados y complementados por otros grupos de
investigacion, sin embargo la evidencia aportada hasta ahora ha sido obtenida

activando con estimulacion de campo los somas de las células granulares o sus
8
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axones, asumiendo que dicha estimulacién es selectiva y que no activa a las

interneuronas locales.

Para demostrar concluyentemente que las fibras musgosas del giro dentado
pueden coliberar GABA y glutamato, en el presente estudio se registro la actividad
singptica de células piramidales aisladas de la region CA3 del hipocampo de
roedores jévenes mientras se estimulaba de manera selectiva y unitaria botones
sinapticos marcados provenientes de las fibras musgosas. Los resultados
obtenidos constituyen la demostracion directa de que los botones sinépticos de las
fibras musgosas del giro dentado de ratas en desarrollo coliberan glutamato y

GABA sobre las neuronas piramidales del area CA3 del hipocampo.

EL HIPOCAMPO

El hipocampo es una region cerebral marginal a la neocorteza que en los humanos
se encuentra en la parte medial del I6bulo temporal. Esta estructura, que fue
nombrada asi por el anatomista italiano Giulio Cesare Aranzio en 1587 por su
semejanza con el pez marino del mismo nombre, ha sido utilizada como un
importante modelo de investigacion neurobiolégica en diferentes especies, ya que
es una estructura muy conservada en la escala filogenética y esto ha permitido un
mejor conocimiento del sistema nervioso normal y patolégico (Albright y cols.
2000; Legmo, 2003; Andersen y cols. 2006). En los mamiferos se ha demostrado
que la formacion hipocampal tiene un papel preponderante en tareas de
navegacion espacial y en la formacibn de memorias que pueden ser
conscientemente expresadas (Scoville y Milner, 1957; O'Keefe, 1976; Squire y
Zola, 1996). Un interés adicional por la estructura y funcionamiento del hipocampo
se debe a su relacion con importantes procesos patolégicos como la depresion
(Sheline y cols. 2002), la enfermedad de Alzheimer (Jack, Jr. y cols. 1998), la
esquizofrenia (Harrison 2004) y la epilepsia (Babb, 1999; Magloczky y Freund,
2005).
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Funcion de la formacion hipocampal

Existen dos teorias principales, no mutuamente excluyentes, acerca de la funcion
del hipocampo: la teoria de mapa cognitivo y la teoria de memoria declarativa. La
teoria de mapa cognitivo tiene su origen en la década de 1970’s con los estudios
de O'Keefe quien realiz6 registros de la actividad neuronal unitaria en roedores en
libre movimiento. Inicialmente se descubrieron células piramidales especificas de
lugar (“place-cells”) caracterizadas por disparar rafagas de potenciales de accion
cuando el animal de experimentacion en libre movimiento ocupa una posicion
particular en el espacio (O'Keefe y Dostrovsky, 1971; O'Keefe, 1976).
Posteriormente se encontraron otras categorias de células principales que
disparaban rafagas de potenciales de accién en diferentes contextos espaciales y
posicionales. Se describieron asi las neuronas de direccion cefalica (“head-
direction cells”) que presentan tasas altas de disparo cuando la cabeza del roedor
se posiciona en una direccion especifica en un ambiente familiar (Taube y cols
1990), y las neuronas de entramado (“grid-cells”) que poseen multiples
localizaciones de disparo que delimitan los vértices de arreglos triangulares a lo
largo de una superficie (Hafting y cols. 2005). Asi, estos trabajos llevaron a la
hipétesis de que estas células en conjunto conformarian un amplio circuito de

representacion espacial dinamica y autolocalizacion (Morris 2007).

Por otra parte, Scoville y Milner en 1957 reportaron que la remocion quirdrgica de
la region mesial del l6bulo temporal en pacientes con epilepsia o esquizofrenia
producia amnesia anterégrada permanente (Scoville y Milner, 1957). El caso mas
célebre de este reporte original fue el paciente H.M., en el cual también se
describi6 décadas después un deterioro en la adquisicibn de nuevos
conocimientos semanticos (Gabrieli 'y cols. 1988; Corkin, 2002). Estudios
posteriores en humanos y en primates demostraron que el hipocampo y las
cortezas de la region mesial del I6bulo temporal subyacen la capacidad de
memoria declarativa (Squire y Zola, 1996). Aun mas, Zola-Morgan y cols.
demostraron en otro famoso paciente sin patologia subyacente (R.B.), que la
lesion bilateral limitada a una region del hipocampo (area CAl) producia amnesia

anterograda declarativa, aunque menos severa que en el caso de H.M. (Zola-
10
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Morgan y cols. 1986). En conjunto estos estudios llevaron a la concluir que en
primates humanos y no humanos, el I6bulo temporal medial y, en especifico el
hipocampo, constituye un sistema que permite la consolidacion de memorias
declarativas a través de una transferencia gradual de la informacién procesada
hacia la neocorteza (Squire y Zola 1996, Morris 2007). Puesto que la arquitectura
y operaciones neurales son esencialmente iguales a lo largo del hipocampo y
entre las distintas especies, se ha planteado la hipotesis que los algoritmos
neurales del hipocampo se desarrollaron filogenéticamente primero para el calculo
de distancias simples y complejas en un espacio fisico, y eventualmente se
emplearon para la navegacién en un espacio cognitivo y el computo de relaciones

entre elementos percibidos o imaginados (Buzséki, 2006).

Estratos y regiones de la formacion hipocampal

El arreglo y conectividad neuronal de la formacion hipocampal es muy distintiva y
conservada a lo largo de toda su longitud. Las neuronas y las fibras presentan una
disposicion estratificada con seis regiones adjuntas pero citoarquitectonicamente
distintas: la corteza entorrinal, el giro dentado, el parasubiculum, el presubiculum,
el subiculum y el hipocampo propiamente dicho (Amaral y Lavenex, 2006; Fig. 1).
Este ultimo se divide en 3 regiones, llamadas cuerno de Ammon (CA)1, CA2 y
CA3 (Lorente de NO, 1934). El hipocampo contiene en todas sus regiones las
siguientes capas o0 estratos: alveus, oriens, piramidal, radiatum y lacunosum-
molecular. En la region CA3 se encuentra una capa mas: el stratum lucidum, que
se localiza entre los estratos piramidal y radiatum (Forster y cols. 2006; Amaral y
Witter, 1989). Por su parte, el giro dentado se divide en tres capas: el stratum

moleculare, el stratum granulare y el hilus o capa polimorfica.

11
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Figura 1. Corte horizontal de la formacién hipocampal de la rata. A. Tincidon de Nissl de una
rebanada de corteza entorinal-hipocampo. B. Esquema de la rebanada que muestra las diferentes
regiones y capas de la formacién hipocampal. al, alveus; CA, cuerno de Ammon; DG, giro
dentado; EC, corteza entorinal; fi, fimbria; gcl, capa de células granulares del giro dentado; hf,
fisura hipocampal; ml, capa molecular del giro dentado; Para, parasubiculum; pcl, capa de células
piramidales del hipocampo; pl, capa polimérfica del giro dentado; Pre, presubiculum; sl, stratum
lucidum de CA3; sr, stratum radiatum del hipocampo; sl-m, stratum lacunoso-molecular del
hipocampo; so, stratum oriens del hipocampo. Los nimeros romanos indican las capas corticales.
Barra=500 um. (Tomado y modificado de Amaral y Lavenex, 2006).

El Circuito hipocampal

El circuito de la formacion hipocampal consiste en un circuito principal excitador
preponderantemente unidireccional con circuitos paralelos secundarios (Fig. 2 B).
El punto de inicio de este circuito es la corteza entorrinal, regiéon por medio de la
cual las fibras aferentes de todas las areas corticales alcanzan el hipocampo
(Burwell y Amaral, 1998; Amaral y Lavenex, 2006). De esta region, las neuronas
de la capa Il dan origen a la via perforante que atraviesa el subiculum y termina en
el giro dentado y el area CA3 del hipocampo. Por su parte las neuronas
localizadas en la capa lll proyectan fibras al subiculum y al &rea CALl. En el giro
dentado, el siguiente relevo en la via principal del circuito, las células granulares
dan origen a las fibras musgosas (FM; Fig. 2 B). Estas hacen sinapsis con
interneuronas locales en el hilus del giro dentado (Amaral, 1979), y en la region
CA3 hacen contacto con las células piramidales e interneuronas a lo largo del
stratum lucidum (Crawford y Connor, 1973; Acsady Yy cols. 1998; Fig.3 Superior).

De esta forma, las neuronas de CA3 reciben entradas directas de la corteza

12



JesUs Quetzalcoatl Beltran Mendoza / Tesis Doctoral

entorrinal a través de la via perforante e, indirectamente, a través de las células

granulares del giro dentado.

Figura 2. Circuito Hipocampal. A. Rebanada de corteza entorinal-hipocampo donde se indican con
el recuadro las regiones del giro dentado y CA3. Barra=500 ['m. B. Esquema simplificado de los
circuitos del hipocampo que muestra la via principal y las principales regiones. vp, via perforante
de la corteza entorinal; GD, giro dentado; fm, fibras musgosas de las células granulares; CA3,
region CA3 del hipocampo; Sch, fibras colaterales de Schaffer; CAL, regién CA1l del hipocampo.
Con triangulos rojos se representan las células piramidales, con circulos rojos las células
granulares y con circulos azules las interneuronas locales. (Figuras tomadas y modificadas de
Anderson y cols., 1971 y de Scharfman, 2007).

Las células piramidales de CA3, ademas de hacer sinapsis con otras células piramidales,
envian sus axones llamados, en conjunto, fibras colaterales de Schaffer, hacia la region
CA1 (Ishizuka y cols. 1990). Las células piramidales de CAl envian sus axones al
subiculum y a las capas profundas de la corteza entorrinal. El subiculum envia sus fibras
al pre- y parasubiculum, aunque su proyeccién cortical mas importante es la corteza
entorrinal (Witter, 1993). Finalmente, las capas profundas de la corteza entorrinal dan
origen a proyecciones que se dirigen a las mismas areas corticales de las que recibieron

fibras aferentes.

13
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El Giro Dentado

Esta region que constituye el segundo relevo en el circuito principal de la corteza
entorrinal-formacion hipocampal posee neuronas principales excitadoras llamadas células
granulares que proyectan sus fibras al hilus y a la region CA3 (Fig. 3 A). En su recorrido
contacta células musgosas y diversos tipos de interneuronas que son neuronas de
proyeccion local de naturaleza excitadora e inhibidora respectivamente (Amaral y cols.
1990). En los roedores, en cada hipocampo existen cerca de un millén de células
granulares (Claiborne y cols. 1986). Dichas neuronas son de forma esférica, con un
diametro de 8 a 12 ym y con un arbol dendritico orientado en forma perpendicular al
stratum de células granulares, que se distribuye en forma radiada a lo largo del stratum
moleculare. Los axones de las células granulares, llamados en conjunto fibras musgosas,
se origina en el polo opuesto al origen de las dendritas y se dirigen a la region CA3
atravesando el hilus (Claiborne y cols. 1986). En su trayecto estos axones dan origen a
6-8 colaterales que hacen sinapsis con las células musgosas e interneuronas locales del
giro dentado, sin embargo su proyeccion principal se dirige a la region CA3, en donde los
axones se disponen en forma compacta a lo largo del stratum lucidum, estableciendo
sinapsis con las células principales e interneuronas locales (Fig.3 Superior; Acsady y cols.
1998; Amaral y Lavenex, 2006).

Las fibras musgosas son axones amielinicos de 0.2-0.5 ym de diametro con expansiones
de 3-8 um, llamados botones gigantes que forman grandes uniones complejas con las
espinas dendriticas de una sola célula piramidal (Fig. 3 B, C). Estos botones gigantes
tiene de 3 a 80 zonas activas y se presentan a intervalos de 140-150 ym de tal modo que
cada célula granular establece sinapsis con cerca de 15 células piramidales a lo largo de
todo CA3 (Blackstad y cols. 1970). Las fibras musgosas poseen ademas filopodios que
emergen de los botones gigantes y hacen sinapsis con interneuronas locales. Estas
células son numéricamente el principal blanco de las fibras musgosas ya que de cada
botén gigante emergen 2 - 3 filopodios (Acsady y cols. 1998). Finalmente, a lo largo de
cada fibra musgosa se observan pequefios botones "en passant” de 0.5-2 um de diametro

gue hacen sinapsis con interneuronas de CA3 (Claiborne y cols. 1986).

14
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A CAZ3 interneurons Gaasket Cell
/L
/ 4

Granule Cell

CAS3 pyramidal neuron

Mossy Cell

B

Mossy fibre
terminals

e

Figura 3. Las fibras musgosas y sus terminales sinapticas. A. Esquema simplificado de los blancos
sindpticos de las células granulares. B. Esquema de dos botones gigantes de las fibras musgosas
(flechas) con extensiones filopoidales (cabezas de flechas) que contactan dendritas de
interneuronas de CA3. C. Reconstruccion tridimensional de un botén de fibra musgosa (amarillo)
sobre una dendrita apical (azul) de una célula piramidal del d&rea CA3 de un roedor de 28 dias
posnatales (Figuras tomadas y modificadas de Jaffe y Gutiérrez, 2007; Nicoll y Schmitz, 2005; y
Rollenhagen y cols., 2007).

Laregion CA3
Las neuronas de la region CA3, como en otras areas corticales, se dividen en
células principales e interneuronas locales, que en conjunto reciben tres
importantes entradas sinapticas: las fibras musgosas del giro dentado, las fibras
de la via perforante provenientes de la corteza entorrinal, y las fibras de
asociacion/comisurales que se originan de células piramidales de la regiéon CA3
del hipocampo contralateral (Amaral y cols. 1990). La informacion de la regién
CA3 se transmite a otras regiones esencialmente por los axones de las células
piramidales. Estas neuronas poseen axones muy ramificados que envian fibras a
otras ceélulas piramidales proximas en CA3 (fibras de asociacion), a la region CA1
contralateral (fibras de proyeccion comisural), a la regién CA1 ipsilateral (fibras
colaterales de Schaffer), y en una pequefia proporcién al hilus del giro dentado
(Ishizuka y cols. 1990; Scharfman, 2007).

15
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En esta region, las células principales son llamadas células piramidales y
constituyen una capa de neuronas glutamatérgicas con soma de forma triangular
alineados en el stratum piramidale. Estas neuronas poseen un arbol dendritico
basal y un arbol dendritico apical, orientados en sentido perpendicular al stratum
piramidale. El arbol dendritico basal se extiende al stratum oriens y el apical hacia
la fisura hipocampal atravesando los strata lucidum, radiatum y lacunoso-
moleculare (Amaral y Witter, 1989). Las células piramidales forman una poblacion
relativamente homogénea, sin embargo a lo largo de CA3 las caracteristicas
morfolégicas de estas neuronas cambian. Lorente de N6 subdividié esta area en
las regiones CA3a (préxima a la region CA1), CA3c (cercana al hilus del giro
dentado) y CA3b (entre CA3a y CA3c; Lorente de NO, 1934). Las células
piramidales localizadas en la parte proximal de CA3 (CA3c) poseen un tamafo de
su soma de alrededor de 300 pm? (20 pm en su didmetro) y una extension
dendritica total de 8 a 10 mm, mientras que las células mas grandes, localizadas
en la region distal de CA3 (CA3a), tienen un tamafio somatico de cerca de 700
um? (30 um de didmetro) y una extensioén dendritica total de 16 a 18 mm (Ishizuka
y cols. 1995). Los arboles dendriticos tanto basales como apicales estan cubiertos
por espinas donde se establecen sinapsis excitadoras. Algunas de las espinas
mas grandes en el sistema nervioso estan localizadas en las dendritas proximales
de las células piramidales de CA3, conocidas como excrecencias espinosas, en
donde los botones gigantes de las fibras musgosas establecen sinapsis con las
células piramidales (Fig. 3 C), conteniendo 30-40 sitios de liberacion de

neurotransmisor (Henze y cols. 2000).

Las interneuronas, a pesar de ser considerablemente menos abundantes que las
células principales (< 10 % de la poblacion total), constituyen una poblacion muy
diversa de neuronas GABAérgicas con una conectividad altisima y muy variada y
que difieren entre ellas en su forma, patrén de arborizacion, propiedades
funcionales y en su expresiéon de marcadores moleculares (Freund y Buzséki,
1996; Somogyi y Klausberger, 2005). En el hipocampo se han distinguido 16 tipos
diferentes de interneuronas (Somogyi y Klausberger, 2005). En términos

generales, las interneuronas se pueden dividir de acuerdo a sus marcadores
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bioquimicos: las que expresan proteinas de unién a calcio y las que expresan
neuropéptidos (Freund y Buzséki, 1996); de acuerdo con su patron de disparo, en
interneuronas de disparo rapido e interneuronas de disparo no-rapido y, finalmente
con base en los dominios de contacto de sus sinapsis, en interneuronas de
inhibicion perisomatica, interneuronas de inhibicion dendritica e interneuronas
biestratificadas (Somogyi y Klausberger, 2005). Los blancos celulares de las
interneuronas son las células principales y las propias interneuronas, pero existen
distintas clases de interneuronas que muestran preferencia por alguno de estos
blancos neuronales. Asi, hay interneuronas que selectivamente inervan otras
interneuronas, interneuronas que terminan sobre las dendritas de las células
piramidales e interneuronas que contactan la regidbn soméatica de las células
piramidales (Freund y Buzséaki, 1996). Estas diferencias en el patrén de contacto
sinaptico de los dominios subcelulares tiene implicaciones funcionales, ya que las
interneuronas de inhibicibn somatica mantienen en las células principales un
control temporal preciso en la generacion de potenciales de accién, mientras que
aguellas de dominio dendritico contrarrestan las entradas sinapticas excitadoras y
participan en el control de la electrogénesis dendritica (Miles y cols. 1996). Los
ensambles de células piramidales son los elementos que codifican, procesan y
almacenan la informacién, mientras que la red de interneuronas de proyeccion
local modula las funciones computacionales y determina la generacion de

oscilaciones (Buzsaki y Chrobak, 1995; Paulsen y Moser, 1998).

Funcionalmente el giro dentado y el area CA3 tienen un papel importante en la
codificacion de memoria y el procesamiento de la informacién espacial. Las
células granulares del giro dentado modifican y procesan las sefales provenientes
de diversas areas corticales de tal forma que inducen esquemas de actividad
nuevos Yy bien definidos en los ensambles de células piramidales de CA3, evitando
la interferencia con patrones de actividad previamente codificados. (Acsady y Kali,
2007; Kesner, 2007; Treves y cols. 2008). Se tiene evidencia que el giro dentado
es la region que lleva a cabo el proceso de separacion de patrones en CA3 y la
neocorteza, paso en el cual se amplifican las diferencias entre las

representaciones nuevas y las ya almacenadas, lo que constituye un elemento
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critico en la codificacion de nuevos trazos de memoria episodica (Rolls y Kesner
2006; Leutgeb y Moser 2007; Bakker y cols. 2008).

FUNCION SINAPTICA Y NEUROTRANSMISION

El sistema nervioso posee una gran capacidad computacional y de procesamiento
de informacién que le permite generar patrones complicados de comportamiento y
llevar acabo su funcion integrativa (Sherrington 1906, Churchland y Sejnowski
1992). Evolutivamente las células nerviosas han adquirido la capacidad de recibir,
enviar y procesar sefiales hasta en 10° contactos especializados (Ryan y Grant
2009). Lo que es mas, pueden combinar y procesar dichas entradas sinapticas,
lineal- y no-linealmente, para llevar acabo un gran cantidad y diversidad de
computos (Koch 2004, Muotri y Gage 2006). Asi, la funcién del sistema nervioso

se basa de manera fundamental en el flujo de informacién entre las sinapsis.

Transmisidn sinaptica en el sistema nervioso central

El concepto de sinapsis tiene su origen en el siglo XIX con los estudios de Claude
Bernard sobre los efectos del curare. Este investigador planteé la hipétesis de que
existia una estructura especializada entre las terminales de los nervios motores y
las fibras musculares en donde actuaba el curare (Bernard 1864). Poco después
Kihne en 1871 describio el intrincado patron de terminales nerviosas periféricas
yuxtapuestas a la membrana muscular subyacente planteando que esta unién
neuromuscular constituia el sitio de contacto especializado para la transmisién del
impulso del nervio motor al musculo (Shepherd y cols., 1997). A pesar de ello, en
aguella época la union neuromuscular se descart6é como modelo para la
transmision entre neuronas del sistema nervioso central, por la imposibilidad de
observar de manera directa los contactos entre las neuronas. A fines del siglo XIX
Santiago Ramon y Cajal con base en sus estudios histologicos establecio la
independencia de las células nerviosas en la teoria neuronal y adelantd el

concepto de sinapsis proponiendo que la propagacion del impulso nervioso entre
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neuronas se hacia entre contactos de axones y dendritas a nivel de “ciertos
aparatos” especificos (Ramon y Cajal 1889). Del analisis de sus observaciones
histoldgicas, Cajal ademas dedujo correctamente la direccion de los flujos de los
impulsos nerviosos entre las neuronas e influencio el trabajo de varios fisidlogos.
Poco después, Sherrington basado en sus estudios de los arcos reflejos espinales
realiz6 una descripcion general de la dinamica de neurotransmision en el sistema
nervioso y en este contexto propuso que los sitios de unién entre las neuronas no
eran simples contactos sino conexiones especializadas de gran relevancia
funcional. Sherrington, con Foster y Verral, nombro sinapsis a estas uniones

interneuronales especializadas (Sherrington 1897, 1906; Fulton 1938).

La naturaleza de la transmision entre las terminales nerviosas y su blanco
postsinaptico inicialmente se pensé de origen eléctrico por influencia de los
trabajos pioneros de Galvani (1791), Du Bois-Reymond (1877) y Von Helmholtz
(1950). Aunque Du Bois-Reymond ya apuntaba que la neurotransmision podria
deberse a la secrecion de alguna sustancia estimuladora (Du Bois-Reymond
1877), fue Elliot tres décadas después quien obtuvo la primera evidencia de esto,
al probar los efectos de la adrenalina sobre diversos 6rganos antes y después de
ser denervados. Elliot hipotetizé que la adrenalina podria ser la sustancia liberada
cuando el impulso nervioso arriba a las terminales nerviosas periféricas (Elliot
1904), y un afio después Langley planteo el concepto de sustancias receptivas en
la células blanco (Langley 1905). Posteriormente Henry Dale, Otto Loewi y otros
investigadores contribuyeron de manera fundamental a consolidar la hipétesis de
la naturaleza quimica de la neurotransmision. Loewi con sus famosos
experimentos de estimulacién vagal en una preparacion de corazones aislados
probd la liberacion de acetilcolina en las terminales cardiacas del nervio vago
(Loewi 1921). Dale por su parte confirmo de manera definitiva el papel de la
acetilcolina como neurotransmisor en el sistema nervioso periférico de mamiferos
(Dale 1934, 1935). Muchos investigadores aceptaron la naturaleza quimica de la
transmision interneuronal, sin embargo varios electrofisidlogos, entre los que
destacaba John C. Eccles, rechazaban inicialmente la transmision quimica en el

sistema nervioso. No obstante, con el desarrollo de los registros intracelulares se
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terminoé por vislumbrar por el propio Eccles y colaboradores que la transmision en

las neuronas era mediada quimicamente (Eccles 1982).

En la segunda mitad del siglo XX el panorama en la neurotransmision se hizo mas
complejo. Se inici6 la caracterizacion de varias sinapsis del sistema nervioso
periférico y central en diversas preparaciones (Del Castillo y Katz 1954, Curtis y
Watkins 1960, Katz y Miledi 1968). Lo que es mas, se descubrieron varios
neurotransmisores excitadores e inhibidores de diferente naturaleza bioquimica
(Roberts y Frankel 1950, Carlsson 1958, Curtis y Watkins 1960), y la existencia de
sinapsis eléctricas a través de uniones comunicantes en organismos vertebrados e
invertebrados (Furshpan y Potter 1959, Bennett y cols. 1963). Actualmente se
acepta que existen dos tipos principales de sinapsis a saber: las sinapsis
eléctricas y las sinapsis quimicas. En las primeras, la transmision de la
informacion se lleva a cabo directamente, de manera muy rapida, altamente
estereotipada y frecuentemente bidireccional, por medio de flujos idnicos a través
de uniones comunicantes que establecen continuidades fisicas de una célula a
otra (Furshpan y Potter, 1959; Bennett y Zukin, 2004). En el caso de las sinapsis
quimicas la sefializacion es fundamentalmente unidireccional, necesita de varios
pasos, es mas plastica y se lleva acabo usando neurotransmisores especificos
(Axelrod y cols 1961, De Robertis y cols 1962, Katz y Miledi 1965, Krnjevic 1974).
En el sistema nervioso de los mamiferos el mecanismo de sefializacibon mas
comun es la transmisién por sinapsis quimicas, en donde los neurotransmisores
liberados por la neurona presinaptica producen flujos de corriente iGnica o cambios
metabdlicos en las neuronas blanco mediante la activacion de receptores
especificos de naturaleza proteica, localizados en la membrana postsinaptica (Del
Castillo y Katz 1955, Miledi y cols 1971, Peroutka y Snyder 1981, Eccles 1982,
Albright y cols 2000). Existen diversos neurotransmisores de diferente naturaleza
guimica y peso molecular, los cuales basandose en su tamafio se pueden dividir
en dos grupos principales. El primer grupo lo constituyen los neuropéptidos,
moléculas transmisoras relativamente grandes que se componen usualmente de 3
a 30 aminoacidos y de efecto relativamente lento, mientras que en el segundo

grupo tenemos los neurotransmisores de molécula pequefia, con efectos rapidos
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en el rango de unos cuantos milisegundos, que comprenden a las amina
biogénicas como la acetilcolina y la adrenalina, y aminoacidos como el glutamato y
el GABA.

Los neurotransmisores rapidos de molécula pequefa, pueden activar dos clases
de receptores en las células postsinapticas: receptores ionotropicos y receptores
metabotropicos. Los receptores ionotropicos estan conformados por canales
ionicos regulados por ligando que dan lugar a flujos de corriente ibnica que
constituyen respuestas postsinapticas rapidas que duran solo algunos
milisegundos. Por otra parte, los receptores metabotropicos estan conformados
por proteinas acoplados a proteinas G que generan cambios metabdlicos que de

manera secundaria generan respuestas mas lentas en la membrana postsinaptica.

Por su efecto en las células postsinapticas los neurotransmisores se pueden
clasificar en excitadores e inhibidores, dependiendo si despolarizan o
hiperpolarizan el potencial eléctrico de la membrana postsinaptica o que
produzcan una despolarizacion lenta que permita un cortocircuito (shunt) eléctrico
en la membrana. Los efectos de un neurotransmisor en la polarizacion de la
membrana celular dependen del flujo iénico neto que generan, es decir, Si
producen un flujo catiénico o anidnico hacia el interior o exterior de la célula. En el
sistema nervioso central de individuos adultos el principal neurotransmisor
excitador es el glutamato y el principal inhibidor es el GABA, aunque, en ciertas
condiciones, el glutamato puede tener efectos inhibidores y el GABA puede
producir despolarizacion excitadora (shunt) o inhibidora (Ben Ari y cols. 1989, Ren
y cols. 2007).

La transmision glutamatérgica es la trasmision excitadora principal en el sistema
nervioso central y sus efectos posinaticos se llevan a cabo por la activacion de 3
tipos de receptores ionotropicos y 8 metabotropicos. Los receptores ionotropicos a
glutamato incluyen al receptor del &cido o-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-
propionico (AMPA-R), al receptor de kainato (KA-R), y al receptor de N-metil-D-

aspartato (NMDA-R), que producen potenciales postsinapticos despolarizantes de
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pocos milisegundos, con propiedades farmacoldgicas y biofisicas caracteristicas
para cada subtipo de receptor. Estos receptores son canales catidnicos no
selectivos permeables a sodio (Na'), potasio (K*) y en algunos casos a calcio
(Ca™). Por su parte, los receptores metabotropicos de glutamato (MmGIUR) se
clasifican en tres grupos: I, Il y lll (Pin y Duvoisin, 1995). Los receptores del grupo
| incluyen los tipos mGIuR1 y mGIuR5 y estdn generalmente localizados en la
membrana postsinaptica en la periferia de la hendidura sinaptica (Baude y cols.
1993). Los receptores del grupo Il incluyen a los tipos mGIuR2 y 3, mientras que
los del grupo Il incluyen a los tipos mGIuR4, 6, 7 y 8, localizdndose todos ellos en
la membrana presindptica. Funcionalmente los mGIUR del grupo | pueden
responder preferencialmente a rafagas de potenciales de accion que producen
una presencia prolongada de glutamato en el area perisinaptica, mientras que los
mGIuR del grupo Il y lll actian como autoreceptores que regulan la liberacion de
neurotransmisor en las terminales sinapticas mediante la modulacion de
corrientes ionicas o interfiriendo con la maquinaria de liberacion (Kamiya y cols.
1996)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central en
organismos adultos y puede activar dos tipos de receptores de membrana: los
receptores de GABA tipo A (GABAAR) y tipo B (GABAgR). Los receptores tipo C
(GABACR) son receptores ionotrépicos considerados una variante de los GABAAR
(Bormann, 2000) a los que no se les conoce un papel importante en la formacion
hipocampal (Kullman, 2007), y no seran considerados en este trabajo. Los
receptores GABAAR son receptores ionotropicos permeables a iones CI"y HCOg3'
(Bormann y cols. 1987; Kaila, 1994) mientras que los tipo GABAgR son receptores
metabotropicos acoplados a proteinas G que al activarse permiten el flujo de
corrientes lentas de K™ o bloquean canales de Ca™ (Bormann, 1988). EI GABA
liberado sindpticamente genera potenciales postsinapticos inhibidores de unos
cuantos milisegundos, pero puede ademas activar receptores a GABA de alta
afinidad localizados fuera de la sinapsis y generar corrientes persistentes de CI’
(Semyanov y cols. 2003, Chadderton y cols. 2004, Brickley y Mody 2012). En

efecto, aunado a la inhibicién fasica, la activacion de ciertos receptores GABAx
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genera una inhibicion ténica con propiedades biofisicas y farmacoldgicas
distintivas (Farrant y Nusser, 2005).

Transmision sinaptica de las fibras musgosas del giro dentado

La sinapsis de las fibras musgosas con las células piramidales de CA3 es una
sinapsis clave en el circuito hipocampal y actia como un detonador condicional
gue con un breve tren de potenciales de accidén en una sola fibra musgosa puede
hacer disparar potenciales de accién en una célula piramidal (Henze y cols.,
2002). Asimismo opera como una sinapsis maestra que genera plasticidad
dependiente de la temporalidad de los potenciales de accion en las sinapsis de las
fiboras de asociacion/comisurales entre células piramidales (Kobayashi y Poo,
2004). Ademas presenta varias formas de plasticidad homosinaptica a corto y
largo plazo: potenciacion postetanica, potenciacion a largo plazo, facilitacion por
pulsos pareados y facilitacion por frecuencia (Fig. 4; Salin y cols., 1996; Toth y
cols., 2000).
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Figura 4. Distinta plasticidad a corto plazo entre las sinapsis de las fibras musgosas vy las fibras
comisurales. A. Esquema de una célula piramidal de CA3 en la capa piramidal, sefialando el nivel
del arbol dendritico en donde hacen sinapsis las fibras de asociacion comisural (AC) y las fibras
musgosas del giro dentado (MF). B-C. Corrientes posinapticas al estimular las fibras musgosas y
las fibras comisurales a diferentes frecuencias (B) y durante la perfusion de L-AP4 (C). D. Grafica
de grupo que muestra la diferente facilitacién por frecuencia en las fibras musgosas y las fibras
comisurales. D. Grafica de grupo que muestra la inhibicién de las corrientes posinapticas de las
fibras musgosas pero no de las fibras comisurales al perfundir un agonista de los mGIuR (Figura
tomada y modificada de Salin y cols., 1996).
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Las corrientes posinapticas excitadoras (EPSCs) de las fibras musgosas son
respuestas complejas que tienen un componente mediado por receptores kainato,
otro por receptores AMPA y un componente pequefio mediado por receptores
NMDA (Jonas y cols., 1993; Castillo y cols., 1997). Estos EPSCs exhiben una
marcada facilitacibn ante incrementos leves en la frecuencia de disparo de las
células granulares, con mecanismos dependientes e independientes de la
activacion de receptores presinapticos de kainato (Schmitz y cols., 2001; Kwon y
Castillo, 2008b). Después de una rafaga de potenciales de accion, la transmision
en las fibras musgosas puede permanecer aumentada por horas (Henze y cols.,
2000). Esta potenciacién a largo plazo es muy distintiva, ya que posee un
componente presinaptico independiente de NMDAR y un componente posinaptico
menor dependiente de activacion de NMDAR (Nicoll y Schmitz, 2005; Kwon y
Castillo, 2008a). La marcada facilitacién por frecuencia de las fibras musgosa es
consistente con una baja probabilidad de liberaciébn de neurotransmision en
condiciones basales. En las sinapsis formadas con las células piramidales, se ha
reportado una probabilidad de liberacion de 0.2 - 0.28, un contenido cuantal de 2 —
21 (Jonas y cols., 1993; Lawrence y cols., 2004), y una conductancia cuantal
media de 150 pS que corresponde a cerca de 17 AMPA-R. La liberacion de
neurotransmisor de las fibras musgosas es modulada de manera compleja por la
activacion de varias clases de receptores presinapticos. La activacion de los
receptores de kainato presinapticos a bajas concentraciones facilitan la
transmisioén, mientras que a altas concentraciones la deprime (Kullmann, 2001,
Schmitz y cols., 2001). Los GABAAR presinapticos presentan también un efecto
dual, ya que la activaciéon de los GABAAR ténicos facilitan la transmision de las
fibras musgosas pero la activacion de los GABAAR fasicos la inhibe (Ruiz y cols.,
2003; Trevino y Gutierrez, 2005; Ruiz y cols., 2010). Este mismo efecto lo produce
la activacion de los GABAgR presinapticos sobre la liberacion de glutamato (Vogt y
Nicoll, 1999) y GABA (Gutiérrez 2002, Safiulina y Cherubini 2009).

Una de las caracteristicas de la transmision de las fibras musgosas es su
sensibilidad a la activacion de los mGIuR, en contraste con las sinapsis de fibras

recurrentes de las células piramidales y de otras vias. Los mGIuR presinapticos
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del grupo Il y del grupo lll deprimen marcadamente las respuestas sinapticas de
las fibras musgosas (Fig. 4 C y E; Fig. 5 A-D), lo cual ha sido utilizado para
comprobar si una respuesta sinaptica es producida por la activacion de las fibras
musgosas. Los mGIuR del grupo Il en las fibras musgosas se encuentran
predominantemente en las zonas activas presinapticas mientras que los mGIuR
del grupo Il se encuentran en porciones preterminales de las fibras musgosas
(Shigemoto y cols., 1997). En ratas Wistar la liberacion de glutamato se inhibe con
la activacion mGIuR-Il pero no con la activacion de los mGIuR-Ill, mientras que en
cobayos sucede de manera opuesta (Lanthorn y cols., 1984;Manzoni y cols.,
1995;Kamiya y cols., 1996).

25



JesUs Quetzalcoatl Beltran Mendoza / Tesis Doctoral

vy

Co/A-CA3 synapse

DCG-IV CNQX
DCG-IV +D-AP5
-_— -_—
V 100 Co/A-CA3
ontrol |o-5 mv ~
o
10 ms E 80
5 60
MF-CA3 synapse -3 MF-CA3
@
DCG-IV € 40
8
o
Control 02 mV 0 g 20 A 0
10 ms Time (min)
= *
T
C Control DCG-V D -
200 4
g 20
[P 45 By 48 £
g
_______ - g
8 100
2
iy
—‘100 pA g
e
@
30 ms a

Control DCG-IV

E ~ mGIuR-ll

Figura 5. Receptores mGIuR Il y lll en las fibras musgosas. A-D, Inhibicién presinaptica selectiva
de los potenciales sinapticos de las fibras musgosas durante la activacién de los mGIuR-Il en
rebanadas de ratas. A, La aplicacion de DCG-IV inhibe marcadamente el potencial de campo
sindptico de las fibras musgosas (MF) pero no el de las fibras comisurales (Co/A). B, Grafica de
grupo que muestra la inhibicién del potencial de campo sinaptico de las fibras musgosas (MF) pero
no el potencial de las fibras comisurales (Co/A). C, Facilitacion de pulsos pareados en LCRa y
durante la perfusion de DCG-IV en la sinapsis de las fibras musgosas. D, Porcentaje de facilitacién
de la respuesta del 2° pulso pareado al perfundir DCG-IV en la sinapsis de las fibras musgosas. E,
G, Distribucion de la inmunoreactividad de mGIuR2 (E) y mGIuR7 (G) restringida al giro dentado y
al tracto de las fibras musgosas en el hipocampo de rata. F, H, Micrografias electrénicas de
botones de fibras musgosas con inmunoreactividad a mGIuRs. F, Boton de una fibra musgosa con
inmunoreactividad a mGIuR7 en una sinapsis sobre una espina dendritica (S) de una célula
piramidal y sobre una interneurona (*). H, inmunoreactividad de mGIuR2/3 (flecha y *) en una fibra
musgosa en continuidad con un boton terminal (MT) que hace sinapsis con una espina dendritica
(cabeza de flecha) de una célula piramidal (Figuras tomadas y modificadas de Kamiya y cols.,
1996 y de Shigemoto y cols., 1997).
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Colocalizacion y cotransmision de neurotransmisores en el sistema nervioso

En la primera mitad del siglo XX se conocian Unicamente dos tipos de
neurotransmisor, la acetilcolina y la noradrenalina. Dale y otros investigadores
habian demostrado en el sistema nervioso periférico la existencia de nervios
colinérgicos y adrenérgicos, y sus hallazgos generaron el concepto de la identidad
quimica de cada neurona. De acuerdo con esta hipotesis, los diferentes efectos
funcionales sobre las células blanco eran atribuidos a la liberacion especifica de
un neurotransmisor por clases de neuronas quimicamente diferentes que
funcionan como unidades metabdlicas. La observacion de Dale de que cada
neurona es una unidad quimico-metabdlica promovié la idea de que el
neurotransmisor usado en una terminal nerviosa periférica podria ser un candidato
plausible en las sinapsis centrales de las colaterales de la misma neurona.
Posteriormente la hipotesis de Dale fue promovida a Principio por Eccles,
planteandose que cualquier clase de neurona opera en todas sus sinapsis con el
mismo mecanismo quimico de transmisién (Eccles 1957, 1976). Con el tiempo
este Principio se desvirtud, y se establecié la creencia de que una neurona libera

solo uno y el mismo neurotransmisor en todas sus terminales.

En la segunda mitad del siglo XX se descubrieron numerosas moléculas en el
sistema nervioso incluyendo aminoacidos como el glutamato, glicina y GABA,
monoaminas como la dopamina, histamina y serotonina, y péptidos como la
sustancia P, somatostatina, bradicinina y endorfinas (Burnstock 1969, Hebb 1970,
Gerschenfeld 1973, Krnjevic 1974, Agranoff 1975, Krieger 1983). Muchas de estas
moléculas fueron relacionadas con diferentes tipos de sefalizacién e involucradas
en una variedad de funciones. Actualmente se sabe que las moléculas liberadas
en las terminales nerviosas tienen diferentes funciones y una expresion diferencial
a lo largo del desarrollo. Asi, una misma molécula puede tener inicialmente un
papel trofico y después una funciébn de sefalizacion rapida, o al inicio del
desarrollo ser regulada a la baja para reactivarse en la etapa adulta bajo ciertas
condiciones (Gutiérrez y cols. 2003, Represa y Ben Ari 2005, GoOmez—Lira y cols.

2005, Hokfelt 2009).
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En este contexto mas rico y complejo de la comunicacion interneuronal, se reporto
la primera evidencia de coexistencia de un péptido y un neurotransmisor clasico
de molécula pequefia en neuronas de ganglios simpaticos de mamiferos,
encontrandose somatostatina en neuronas noradrenergicas (Hokfelt y cols. 1977).
Posteriormente se encontraron mas casos de colocalizacién de un neuropeptido
con un neurotransmisor clasico (ver revisiones en Schultzberg y cols. 1982,
Kupfermann 1991), y actualmente se considera que es muy probable que cada
neuropéptido co-exista con un neurotransmisor clasico de algun tipo (Hokfelt
2009).

Por otra parte, las primeras evidencias de coexistencia de neurotransmisores de
accion rapida fueron la de ATP con acetilcolina en el 6rgano eléctrico del Torpedo
(Whittaker y cols., 1972) y en los nervios frénicos de rata (Silinsky y Hubbard
1973). Posteriormente se continuaron publicando mas trabajos que indicaban la
coexistencia de neurotransmisores clasicos en neuronas de invertebrados
(Brownstein y cols. 1974; Cottrel, 1976; Boer y cols. 1984) y en neuronas del
sistema nervioso periférico de mamiferos (Patterson y cols. 1974, Furshpan y cols.
1976). Aun méas, recientemente se ha reportado la existencia de coliberaciéon de
dos neurotransmisores de accion rapida en varias neuronas del sistema nervioso
central de mamiferos. La primera evidencia se encontré en neuronas retininas de
conejos, que coliberaban acetilcolina y GABA (O'Malley y Masland, 1989). Desde
entonces, se ha reportado un gran numero de neuronas que coexpresan O
coliberan neurotrasmisores clasicos en todas las regiones del sistema nervioso
central, desde la médula espinal hasta la corteza. En la medula espinal se ha
encontrado interneuronas locales que coliberan glicina y GABA (Jonas y cols.,
1998) y motoneuronas que coliberan acetilcolina y Glutamato (Nishimaru y cols.,
2005). En el tallo cerebral se han reportado la existencia de neuronas en el nucleo
medial del cuerpo trapezoide que coliberan GABA, glicina y glutamato al inicio del
desarrollo (Gillespie y cols., 2005), y de motoneuronas que coliberan GABA y
glicina (O’Brien y Berger 1999, Russier y cols. 2002). En la corteza cerebelosa se
han observado que células de Golgi coliberan GABA y glicina a las células

granulares y células en cepillo (Dugué y cols. 2005). En el nucleo acumbens,
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neuronas dopaminérgicas mesolimbicas que coliberan glutamato y producen
respuestas excitadoras en sus células postsindpticas (Tecuapetla y cols. 2010).
Mientras que en neuronas del ndcleo interpeduncular se ha demostrado que las
terminales colinérgicas de la habenula coliberan acetilcolina y glutamato (Ren y
cols 2011). Para una revision exhaustiva del tema, véase (Gutiérrez R,
Coexistence and Co-release of classical neurotransmitters. 2009)

Coexistencia y cotransmisiéon de glutamato y GABA en las células
granulares del Giro dentado

En la formacién hipocampal, se ha considerado que las células granulares del giro
dentado forman sinapsis glutamatérgicas con las interneuronas y células
piramidales de la region CA3 (Crawford y Connor, 1973; Acsady y cols., 1998).
Asi, la activacion de las células granulares produce respuestas excitadoras en las
células piramidales y en las interneuronas que a su vez producen respuestas
inhibidoras disinapticas en las células piramidales, de tal modo que la activacion
de las células granulares en presencia de farmacos bloqueadores de los
receptores de glutamato no produce respuestas excitadoras ni inhibidoras en las
células piramidales (Dichter y Spencer, 1969;Miles y Wong, 1987).

Sin embargo este paradigma empez6 a cuestionarse cuando Ottersen y Storm-
Mathisen describieron la presencia de GABA en el stratum lucidum, y
posteriormente Sandler y Smith reportaron la presencia de GABA en las
terminales de las fibras musgosas sugiriendo que al menos un componente de los
potenciales posinapticos inhibidores en CA3 tenian su origen en el GABA presente
en las fibras musgosas (Ottersen y Storm-Mathisen, 1984;Sandler y Smith, 1991).
Posteriormente, se demostro también en las fibras musgosas la presencia de la
descarboxilasa de acido glutamico (GADs7), enzima limitante de la sintesis de
GABA, y el RNAmM del transportador vesicular de GABA (VGAT) y el propio VGAT
tanto en condiciones fisiolégicas como en condiciones de hiperexcitabilidad. Lo
gue es mas se observo una regulacion transitoria a la alza de estos marcadores
del fenotipo GABAérgico después de crisis convulsivas (Schwarzer y Sperk,

1995;Sloviter y cols., 1996; Ramirez y Gutierrez, 2001; Lamas y cols., 2001;
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Maqueda y cols., 2003; Safiulina y cols., 2006; Zander y cols., 2010). Se hipotetiz6é
entonces que las células glutamatérgicas al tener la capacidad de sintetizar GABA,

era probable que lo utilizaran como neurotransmisor.

Las primeras evidencias electrofisiologicas que apoyaban la hipotesis de
coliberacion en las fibras musgosas se realizaron con registros intracelulares en
rebanadas de hipocampo y demostraron que la estimulacion de las células
granulares del giro dentado producian respuestas monosinapticas glutamatérgicas
y GABAérgicas en las células piramidales de CA3 de rebanadas sometidas a
aumentos de excitabilidad In vitro o In vivo pero no en rebanadas de ratas control,
en las que solamente se observaron respuestas monosinapticas glutamatérgicas
(Gutiérrez 2000, Gutiérrez y Heinemann 2001). Estas respuestas GABAérgicas
fueron transitorias como la expresion de los marcadores del fenotipo GABAérgico
observado por técnicas inmunocitoquimicas, puesto que un mes después de la
Gltima crisis convulsiva, la estimulacién de las células granulares solamente
produjo respuestas glutamatérgicas en las células piramidales de CA3 (Gutierrez,
2000; Gutierrez y Heinemann, 2001; Ramirez y Gutiérrez 2001; Gutierrez, 2002;
GOmez-Liray cols. 2005)

Kullmann y colaboradores mostraron la existencia de transmision GABAérgica
monosinaptica de las fibras musgosas a la region CA3 en roedores en desarrollo
(Walker y cols., 2001). Esto llevo a la hip6tesis de que el fenotipo GABAérgico de
las células granulares pudiera presentarse de manera fisiolégica durante el
desarrollo y desaparecer posteriormente. Estudios en nuestro laboratorio
mostraron que, en efecto, durante los 6-7 a 21 dias del desarrollo postnatal, las
células granulares del giro dentado muestran un fenotipo dual
GABAergico/glutamatergico, y la subsecuente estimulacion de estas células o de
sus axones produce respuestas inhibidoras monosinapticas con las caracteristicas
farmacoldgicas y fisioldgicas de la transmision de las fibras musgosas (Gutierrez y
cols., 2003;Gomez-Lira y cols., 2005). Estos hallazgos han sido confirmados y
complementados por otros investigadores, quienes han encontraron que durante

la primera semana de desarrollo postnatal el GABA es el principal neurotrasnmisor
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usado por las fibras musgosas en sus blancos de CA3, y que en las membranas
de dichos blancos los receptores AMPA y GABA, colocalizan en aposicion a los
sitios de liberacion de las fibras musgosas (Bergersen y cols., 2003;Safiulina y
cols., 2006;Caiati y cols., 2010).
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas dos décadas, nuestro laboratorio y otros grupos de investigacion
han demostrado la presencia de la maquinaria de sintesis, almacenamiento y
vesiculacion de GABA en las sinapsis de las fibras musgosas en roedores hasta el
dia 21 de desarrollo posnatal. Lo que es mas, en estas condiciones, se ha
mostrado que la estimulacion de las fibras musgosas produce respuestas
inhibidoras monosinapticas con las caracteristicas farmacoldgicas vy fisiologicas de
las fibras musgosas en la regiéon CA3, i.e., una marcada facilitacion por frecuencia
y una depresion ante la activacion de receptores metabotropicos a glutamato
(Gutierrez, 2005;Jaffe y Gutierrez, 2007;Gutiérrez, 2009). No obstante, un
problema importante cuando se estudia la transmisién sinaptica de las fibras
musgosas a las células piramidales de CA3 es la posible contaminacion
polisindptica que se asocia a la estimulacion extracelular del tracto de las fibras
musgosas (Henze y cols., 2000; Nicoll y Schmitz, 2005). Lo que es mas, la
evidencia aportada al momento ha sido obtenida activando con estimulacion de
campo los somas de las células granulares o sus axones, suponiendo gque esta
estimulacién es selectiva y que las respuestas GABAérgicas observadas son

resultado solo de dicha estimulacion.

Para demostrar de manera definitiva la coliberacién de GABA y glutamato en las
terminales de las fibras musgosas, es necesario realizar registros pareados de una
célula granular y una célula piramidal conectadas, sin embargo dado que cada
célula granular tiene una probabilidad aproximada de 0.0005 de hacer contacto
sinaptico con una célula piramidal cualquiera (Amaral y cols., 1990), la
probabilidad de encontrar en rebanadas de hipocampo una célula granular
conectada con una célula piramidal es muy baja. Otra forma de demostrar la
coliberacion en las terminales de las fibras musgosas es producir una estimulacion

selectiva en una sola fibra musgosa o en un solo boton gigante, lo cual sin
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embargo, se dificulta mucho por la compleja conectividad existente en el giro
dentado y en CA3. Para este fin redisefiamos la preparacion de célula disociada
con botones sinapticos adheridos para estudiar la neurotransmision de un solo
boton sinaptico identificado de las fiboras musgosas en una sola célula piramidal,
aislada de todos los demas elementos de la red neuronal de CA3 (Vorobjev, 1991;
Akaike y Moorhouse, 2003; Beltran y cols., 2012).
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HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo:

- En ratas en desarrollo, hasta el dia 21 posnatal, la sinapsis formada por un
botén de una fibra musgosa con una dendrita apical de una célula piramidal de
CA3 colibera glutamato y GABA.

- La liberacion de glutamato de las fibras musgosas se incrementa al
aumentar la frecuencia de estimulacién, por lo que se espera que en ratas en
desarrollo la liberacion de GABA por las fibras musgosas se incremente también al

aumentar la frecuencia de estimulacion.

- Si se sabe que la liberacion de glutamato de las fibras musgosas se
deprime al activar los receptores metabotropicos de glutamato presinapticos, se
espera que la liberacion de GABA observada en la etapa en desarrollo se inhiba
del mismo modo al activar receptores metabotrépicos de glutamato presentes en

la presinapsis.
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OBJETIVOS

- Obtener del area CA3 de hipocampos de ratas de 15 y 25 dias, células

piramidales disociadas viables con botones sinapticos adheridos funcionales.

- Marcar selectivamente con reactivos fluorescentes el tracto de las fibras
musgosas Yy sus botones sinapticos en rebanadas de hipocampo de ratas en

desarrollo.

- Registrar con el método de fijacion de voltaje en la modalidad de célula
completa (“patch-clamp”) células piramidales disociadas mecanicamente de la
region CA3, y registrar las respuestas sinapticas obtenidas al estimular 1) un solo
botdn sinaptico identificado de una fibra musgosa y 2) un solo boton proveniente

de una interneurona.

- Caracterizar fisiolégica y farmacolégicamente en células piramidales
disociadas del area CA3 del hipocampo de ratas de 15 y 25 dias, las respuestas
singpticas obtenidas al estimular un solo botén sinaptico marcado como
proveniente de las fibras musgosas y compararlo con las respuestas sinapticas de

un botdn de una interneurona.
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MATERIAL Y METODOS

Se aislaron mecanicamente células piramidales de CA3 con botones sinapticos de
las fibras musgosas adheridos a regiones proximales de la dendrita apical. Esto se
realiz6 después del marcaje selectivo de las fibras musgosas, con el objetivo de
poder estimular sus botones identificados y caracterizar funcionalmente las
respuestas sinapticas obtenidas. La disociacion se realiz6 con un método
mecanico y libre de enzimas (Akaike y Moorehouse 2003) y el registro se realizo
con el método de fijacibn de membranas (patch-clamp). Aun mas, en la misma
célula se registraron también las respuestas producidas al estimular botones
sinapticos provenientes de interneuronas y se compararon ambos tipos de

respuestas.

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 14 a 16 dias de edad. Las ratas fueron
anestesiadas con una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital (50 mgekg™) y
decapitadas. El cerebro fue rdpidamente removido (~1 min.) y sumergido en una
solucion de corte y almacenamiento con alta concentracion de sacarosa, a ~4° C,
constantemente  oxigenada (95% 0,-5% C0,;). Esta solucibn de
corte/almacenamiento con alta concentracion de sacarosa contenia la siguiente
composicién (en mM): NaCl 87, NaHCO3; 25, glucosa 25, sacarosa 75, KCl 2.5,
NaH,PO, 1.25, MgCl, 4, CaCl, 0.5 (Bischofberger y cols., 2006). De cada encéfalo
se obtuvieron rebanadas horizontales de hipocampo-corteza entorrinal de 380 um
de espesor con un vibratomo (Leica VT1200) mientras se mantenia el cerebro
sumergido en la solucién de corte/almacenamiento a ~4° C constantemente
oxigenado. Las rebanadas fueron mantenidas en solucion  de
corte/almacenamiento oxigenado a temperatura ambiente (~20° C) hasta su

utilizacién en la disociacidén mecanica.
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Marcaje selectivo de los botones gigantes de las fibras musgosas

Los botones gigantes de las fibras musgosas se identificaron con el uso de
marcadores fluorescentes por medio de dos métodos. Debido a que las fibras
musgosas tienen un alto contenido en Zn** (Howell y cols., 1984) su exposicién a
Zinpyr-1 (1 uM; Mellitech, Grenoble, Francia) nos permiti6 observarlas bajo
exposicion de luz con longitud de onda de 450-490 nm Yy filtros pasa-altos de 515
nm, ya que este compuesto fluorescente se une selectivamente al zZn%. Las
rebanadas de hipocampo se mantuvieron en incubacion 5 minutos previos y
durante la disociacion mecéanica en solucion externa con el fluoréforo.

En el segundo método, se depositdé un microcristal del marcador fluorescente
dextranamina rodaminada (Molecular Probes, Eugene, OR) en la capa granular
del giro dentado (Boulton y cols., 1992). La dextranamina rodaminada se capta por
los somas y es transportada anterégradamente a lo largo del trayecto de las fibras
musgosas. Durante su transporte, las rebanadas se mantenian en una camara de
interfase liquido-aire por 3 h, constantemente perfundidas con la solucién de
corte/almacenamiento a temperatura ambiente (~20° C).

Disociacién de células piramidales

Para obtener células piramidales aisladas con botones sinapticos funcionales
adheridos a las dendritas proximales, se llevdé a cabo una disociacion mecéanica
libre del uso de enzimas en el area CA3. Las rebanadas fueron colocadas sobre
cubreobjetos tratados con poly-Il-lisina en una camara de registro, o colocadas
directamente sobre cajas de cultivo (35 x 10 mm, Falcon, Becton-Dickinson) con
solucién externa. Para mantener las rebanadas fijas durante la disociacion
mecanica, se coloco un alambre de plata en forma de C con una malla de nylon
sobre la rebanada. Las células fueron disociadas bajo vision estereoscoépica,
colocando y haciendo vibrar la punta roma de una micropipeta de borosilicato
sobre la superficie de la rebanada en el area CA3 del hipocampo. La vibracion se
llevé a cabo con un dispositivo electromecanico el cual contenia un cabezal en el
gue se montaba la micropipeta y llevaba a cabo una oscilacién lateral de su punta.
Para obtener un extremo romo en las pipetas se usaron capilares de borosilicato

(1/0.58 mm DE/DI; WPI Inc., Sarasota, Fla) que fueron estirados y pulidos con
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calor en su punta para obtener un diametro aproximado de 300 um. Durante la
disociacion la punta de la pipeta se colocé sobre el Stratum piramidale y se hizo
vibrar de manera horizontal sobre la superficie de la rebanada, de manera
perpendicular al Stratum piramidale, con una amplitud suficiente para abarcar del
Stratum radiatum al Stratum alveus, por 5 min a 30 — 40 Hz. Después del proceso
de disociacion mecanica, la rebanada utilizada fue retirada y el sobrenadante se
mantuvo en reposo por 15 minutos para permitir la sedimentacion y adhesion de

las células piramidales a la superficie subyacente.

Registros electrofisiolégicos

Las células disociadas fueron colocadas en un microscopio con epifluorescencia
(Eclipse E600FN; Nikon), y los botones de las fibras musgosas se visualizaron
usando aumentos 10X y 40X con los filtros adecuados (excitacion de 450-490 nm
y pasa altos de 515 nm para Zynpir-1; excitacion 510-560 nm y pasa altos de 590
para dextranamina rodaminada). Antes de iniciar la busqueda de neuronas para
registro con botones adheridos, se perfundié solucion externa en el camara de
registro durante 10 minutos a 0.2 — 0.3 ml'min™ para eliminar el exceso de
marcador fluorescente. La solucion externa contenia la siguiente composicion (en
mM): NaCl 150, KCI 3, MgCI2 1, CaCIl2 2, HEPES 10 y glucosa 10, con pH
ajustado a 7.40 con Tris-base (Jang y cols., 2006).

Los registros electrofisioldgicos se realizaron con micropipetas de borosilicato con
resistencia de 4-6 mM (Estirador Flaming-Brown P-97; Sutter Instrument
Company, Novato, CA) llenas con solucion intracelular para registro en fijacion de
voltaje o fijacion de corriente. Para el primer caso la soluciéon contenia (en mM):
CsF 65, CsMeSO, 70, CsCl 6, TEA-CI 6, HEPES 10, EGTA 2, Mg-ATP 4, con pH
ajustado a 7.20 con KOH; y para fijacion de corriente la solucion intracelular
contenia (en mM): Gluconato-K 133, KCI 7, NaCl 1, MgCl, 1.5, Mg-ATP 4, Na-GTP
0.5, EGTA 0.5, HEPES 10, con pH ajustado a 7.20 con KOH.

Las sefales obtenidas fueron amplificadas con un amplificador Multiclamp 700B
(Molecular Devices, Palo Alto, CA), muestreadas y digitalizadas a 10 KHz y
filtradas a 5 KHz (Digidata 1440A; Molecular Devices). En los experimentos de

fijacion de corriente las células fueron fijadas a -90 mV, tal que las corrientes
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mediadas por los receptores GABA y glutamato fueron corrientes entrantes. Se
utilizaron pulsos cuadrados hiperpolarizantes (-5 mV, 25 ms) para monitorizar la
resistencia de acceso durante los experimentos. La célula registrada era

desechada si la resistencia de acceso se modificaba mas del 15%.

Para producir respuestas sinapticas en las células registradas se utilizaron
micropipetas theta de borosilicato (2/1.4 mm DE/DI; Hilgenberg GmbH, Maisfeld,
Alemania) llenas con solucion externa, previamente estiradas y pulidas con calor
en su punta (Estirador Flaming-Brown P-97) para obtener un didmetro aproximado
de 1 um. La punta de cada micropipeta theta fue colocada adyacente al botén
sinptico de interés utilizando un micromanipulador piezoeléctrico (Burleigh PCS-
500). Para estimular un botén sinaptico, se aplicaron pulsos cuadrados de
corriente (50 us, 1-15 pA) cada 20 segundos con un estimulador (S48; Grass
Instruments, West Warwick, RI) a través de una unidad de aislamiento (PSIUSG,
Grass Instruments). Los botones provenientes de las fibras musgosas fueron
identificados por su posicion en la dendrita apical y por su marca fluorescente.
Para estimular botones provenientes de interneuronas se estimularon botones no
marcados localizados en el soma o en las dendritas basales. Para determinar el
area efectiva de estimulacion, la pipeta theta fue movida distalmente del sitio de
estimulacion inicial en pasos de 0.2 — 0.3 um, hasta que la tasa de fallo fue 100%.
Se observé que a distancias de ~0.5 um o mas, desaparecian por completo las
respuestas sinapticas evocadas (Fig. 9A-C). La latencia de las respuestas
sinapticas fue de 0.97 + 0.03 ms (n=6) al estimular los botones de las fibras
musgosas y de 1.0 + 0.04 ms (n=6) a la estimulacibn de los botones de
interneuronas fue (Fig. 9D, F). Las corrientes sinapticas producidas tuvieron un
tiempo de ascenso (10-90 %) muy constante, esto es, de 1.2 £ 0.2 ms (n=6) al
estimular los botones de las fibras musgosas y de 3.0 £ 0.3 ms (n=5) al estimular
los botones de las interneuronas. La medicion de estos parametros se realiz6 de
manera rutinaria en cada experimento y las células que no cumplieran con todas

las caracteristicas mencionadas fueron desechadas.
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Farmacologia

Una vez obtenido el registro estable de una célula piramidal con respuestas
sinapticas evocadas al estimular selectivamente los botones marcados
provenientes de las fibras musgosas, se realizaron registros electrofisiologicos en
las siguientes condiciones: 1) condiciones control con solucién externa; 2) durante
la perfusion DCG-IV ([2S,2'R,3'R]-2-[2’,3’-dicarboxiciclopropil] glicina; 1 uM; Tocris
Cookson) agonista de los mGIuR-Il; 3) en presencia de los antagonistas de los
receptores NMDA (acido (DL)-2-amino-5-fosfonovalérico; APV, 30 uM, Tocris
Cookson) y AMPA/KA (6-nitro-7-sulfamoyl-benzo(f)quinoxalina-2,3-diona; NBQX,
10 uM; Tocris Cookson); 4) en presencia de los antagonistas de los receptores
NMDA y AMPA/KA y del agonista de los mGIuR-Ill (acido L-(+)-2-amino-4-
fosfonobutirico; L-AP4; 10 uM; Tocris Cookson); y 5) durante la perfusion de los
antagonistas de los receptores de glutamato (NBQX + APV) y de Bicuculina, un
antagonista de los GABAAR (20 uM; Sigma). De igual forma se llevaron a cabo
registros de la actividad sinaptica en la misma célula y con las mismas condiciones

mencionadas, pero estimulando los botones provenientes de interneuronas.

Andlisis de datos

Las sefiales obtenidas fueron procesadas con el programa Clampfit 10 (Molecular
Devices). Los pardmetros medidos en las corrientes sinapticas incluyeron latencia,
amplitud, tiempo de ascenso (10-90%) y tiempo de decaimiento (10-90%). La
latencia de las respuestas sinapticas se midid del inicio del artefacto de
estimulacion al inicio de la fase de ascenso de la corriente sinaptica. Todas las
variables fueron medidas con funciones de analisis del programa Clampfit 10. Los
valores obtenidos se expresan como la media * error estdndar. Las medias fueron

comparadas con la prueba t de Student.
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RESULTADOS

Obtencion de células piramidales disociadas de CA3 con botones funcionales de

las fibras musgosas marcados con dextranamina o Zinpyr

Se marcoO selectivamente el tracto de las fibras musgosas en rebanadas de
hipocampo-corteza entorrinal de ratas en desarrollo (14 - 16 d.) por dos métodos:
1) Exposicion de la rebanada al marcador selectivo de Zn™*, Zinpyr-1, 2)
introduccién de un cristal de dextranamina-rodaminada en la capa granular del giro
dentado, tras lo cual se permitié su transporte a lo largo del trayecto de las fibras
musgosas (Fig. 6). Una vez marcadas las fibras musgosas, las células de la region
CA3 se disociaron mecanicamente y se obtuvieron interneuronas y células
piramidales aisladas con su dendrita apical proximal conteniendo botones
fluorescentes provenientes de las fibras musgosas (Fig. 7). Ambos tipos celulares
fueron identificados por su tamafo, forma y patron de disparo (Fig. 7 B-E). El
registro electrofisiologico mostr6 que las células piramidales tuvieron una
resistencia de entrada de 1.7+0.5 GQ, potenciales de mantenimiento estables por
60 — 70 min, 2 a 3 potenciales o corrientes de accién ante la estimulacién con
pulsos rectangulares supraumbrales (Fig. 7 B,D) y, finalmente, actividad sinaptica

espontanea (Fig. 8B).

Reqistro en células piramidales de CA3 de las respuestas sinapticas al estimular

un solo botén de las fibras musgosas

Para producir respuestas sinapticas en las células piramidales, se estimulé con
una micropipeta theta los botones fluorescentes de las fibras musgosas en la
dendrita apical y los botones no marcados provenientes de interneuronas
localizados en el soma o en las dendritas basales (Figs. 8A, 9A). Las respuestas
sinapticas provocadas cuando se estimularon los botones gigantes de las fibras

musgosas tuvieron una naturaleza todo o0 nada ante una estimulacion

41



JesUs Quetzalcoatl Beltran Mendoza / Tesis Doctoral

100 um

Figura 6. Marca selectiva de las fibras musgosas con Zinpyr y Rodamina. A, Marca con Zinpyr-1
de las fibras musgosas (MFs) en la regién del hilus (h) y de CA3 donde discurren en el stratum
lucidum (s.l.). B, Tracto de las fibras musgosas en la region CA3 donde se observan algunos
botones gigantes (s.p., stratum pirarmidal). C, Marca con dextranamina rodaminada de las fibras
musgosas (MFs) en el stratum lucidum (s.l.) de CA3. D, Botdn gigante de fibra musgosa con su
axén (MF) y extensiones filopoidales (F) en la region CA3.

umbral (Fig 8 C-D), con un porcentaje de fallo de 59.8 £+ 2 % (n=6) y de 47.3 5 %
(n=6) cuando se estimularon los botones de interneuronas (Fig 9D,E). Estos
valores coinciden con los reportados en estas sinapsis con esta preparacion
(Akaike y cols., 2002; Yamamoto y cols., 2010; Shin y cols., 2011). Para
determinar el area efectiva de estimulacién y descartar que no se estuvieran
estimulando dos botones unidos, la pipeta theta fue alejada del sitio de
estimulacion inicial en pasos de 0.2 — 0.3 um, hasta que la tasa de fallo fuera del
100%. Se observé que a distancias mayores de ~0.5 um las respuestas sinapticas
desaparecian por completo (Fig. 9A-C). La latencia de las respuestas sinapticas
fue de 0.97 £ 0.03 ms (n=6) al estimular los botones de las fibras musgosas (Fig.
9F) y de 1.0 £ 0.04 ms (n=6) a la estimulacién de los botones de interneuronas.
Las corrientes sinapticas producidas tuvieron un tiempo de ascenso (10-90%) de
1.2 £ 0.2 ms (n=6) al estimular los botones de las fibras musgosas (Fig. 9G) y de
3.0 £ 0.3 ms (n=5) al estimular los botones de las interneuronas. En conjunto estos
datos corroboran que las corrientes sinapticas registradas fueron producidas por la

estimulacién de un solo bot6n sinaptico.
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Figura 7. Células piramidales funcionales disociadas de CA3 con botones de las fibras musgosas
marcados. A, Rebanada de hipocampo en la que se muestra el &rea de disociacién en CA3, la
punta roma de una micropipeta con lo que se lleva acabo y el sentido, trayecto y amplitud de la
disociacion (flecha doble; s.I., stratum lucidum; s.p., stratum piramidal; MFs fibras musgosas). B,
Patron de disparo de una interneurona disociada mecanicamente de CA3 (C). D, Patrén de disparo
de una célula piramidal disociada mecanicamente de CA3 (E). F, Los botones de las fibras
musgosas (MFB) se identificaron como marcas fluorescentes en la dendrita apical de las células
piramidales disociadas. La cabeza de flecha indica un probable botén proveniente de una
interneurona (IntB).
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Figura 8. Respuestas sinapticas espontaneas y evocadas al estimular un botdén sinptico. A,
Célula piramidal con pipeta de estimulacidn posicionada sobre un botén de fibra musgosa (MFB)
en su dendrita apical. B, Registro de actividad sinaptica espontanea de una célula piramidal
disociada.C, Corrientes sinapticas de naturaleza todo-o-nada y grafica de grupo de dichas
respuestas (D) ante una estimulacion periumbral de un botén de fibra musgosa (MFB) o de
interneurona (IntB).
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Figura 9. Respuestas sinapticas evocadas al estimular un solo botén sinaptico. A, Esquema de
una célula piramidal con un botdén de fibra musgosa (MFB) en su dendrita apical y arreglo de
electrodo de estimulacion y registro. B-C, Corriente sinptica evocada al colocar la pipeta de
estimulacién sobre un botén de fibra musgosa y desaparicién de la respuesta ante discretos
desplazamientos en la posicién de la pipeta. D, Corrientes sinapticas de amplitud variable pero con
latencia y tiempo de ascenso constantes, evocadas al estimular un MFB y un boton de
interneurona (IntB). E-G, Grafica de grupo de la probidad de éxito (E) y graficas de latencia (F) y
tiempo de ascenso (G) de las corrientes sinapticas evocadas al estimular un MFB.

Caracterizacion funcional de las respuestas sindapticas evocadas por la

estimulacién de un solo botdn de una fibra musgosa

Uno de los rasgos distintivos de las respuestas sinapticas por la activacion de las
fiboras musgosas es su marcada facilitacion por frecuencia (Salin y cols.,
1996;Schmitz y cols., 2001;Nicoll y Schmitz, 2005; Fig. 4). Para comprobar la
presencia de esta facilitacion en nuestra preparacion, se incrementé la frecuencia
de estimulacion en los botones de las fibras musgosas de 0.05 Hz a 1 Hz. Este
incremento produjo una potenciacion de la respuesta de 260.1 + 45.6 % (p<
0.01; n=5; Fig. 10 A, B), que fue acompaia por un decremento en el porcentaje de
fallas a 34.1 £ 0.9 % de la respuesta inicial (p<0.05; n=5; Fig. 10 C). En cambio, el
incremento de la frecuencia de estimulacion a 1 Hz a los botones de interneuronas
produjo una depresion de las respuestas de 59.4 + 12.1 % (n=6; Fig. 10 A, B) con

un incremento en el porcentaje de fallas a 58.2 £ 4.3 % (p<0.05; n=6; Fig. 10 C).
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Otra caracteristica de la transmision de las fibras musgosas es que la activacion
de los mGIUR presentes en sus terminales, deprime la liberacion de
neurotransmisor (Lanthorn y cols., 1984;Manzoni y cols., 1995;Kamiya y cols.,
1996, Fig. 5). Para confirmar esta modulacion de las respuestas al activar los
MGIuR se perfundio DCG-IV, un agonista de los mGIuR-Il. La perfusion de este
farmaco durante la estimulacion de los botones de las fibras musgosas produjo
una depresion de 54.2 £ 8.5 % (p<0.05; n=5) en la amplitud de las respuestas, un
incremento en el porcentaje de fallas de 77.3 £+ 1.1 % (p<0.05; n=5) y un
incremento en el cociente de las respuestas al aplicar un protocolo de pulsos
pareados (1.7 £ 0.2 a 2.1 + 0.3; p<0.05; n=5, Fig. 10 D-F). La presencia de DCG-
IV durante la estimulacion de los botones provenientes de interneuronas no
modificé la amplitud inicial, el porcentaje de fallas ni el cociente de los pulsos
pareados (Fig.10 D-F; n=5). En conjunto, estos resultados confirman que las
respuestas producidas por la estimulacién de los botones marcados presentan las
mismas caracteristicas plasticas y farmacologicas observadas en los estudios

sobre la transmision sinaptica de las fibras musgosas (Jaffe y Gutiérrez, 2007).

45



JesUs Quetzalcoatl Beltran Mendoza / Tesis Doctoral

1Hz 0.05 Hz *

0.05 Hz 1Hz 0.05 Hz 1 .
g 400 ” 0.8 I_\
P 300 ‘ 2 o0s
£ 200 3 o4
g ;
E 100 4 0.2
0 0
0 10 20 30 40 50 60 N N N
Stim. ﬁ ‘:'_: ﬁ
S S
o o
D E F *
ACSF DCG-IV wash out ‘ I
2,
140 DCG-IV
INtB A ooodoo oo ACSF wash out
5151
&N
o
oint8 14
MFB oMFB
| I— . 0.5 4
0 10 20 30 40 50 60 - 2 ¢
Stim. g @ 2
8

Figura 10. Caracteristicas funcionales de las respuestas sinapticas evocadas de un botén de una
fibra musgosa. A, Potenciacion de las respuestas sinapticas de un botén de fibra musgosa (MFB) y
depresion de las respuestas provenientes de interneuronas (IntB) al incrementar la frecuencia de
estimulacién de 0.05 Hz a 1 Hz. B, Grafica de grupo de la potenciacion de las respuestas
singpticas de los botones de las fibras musgosas y de la depresién de las respuestas de las
interneuronas. C, Probabilidad de éxito de las respuestas sindpticas de los botones de las fibras
musgosas y de las interneuronas al incrementar la frecuencia de estimulacion (* p<0.05). D,
Corrientes sinapticas evocadas por la estimulacion de un botén de fibra musgosa (MFB) y de un
boton de interneurona (IntB) en liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) control y durante la
perfusion de DCG-IV. E, Grafica de grupo que muestra la depresién de las respuestas sinapticas
provenientes de las fibras musgosas, pero no la de los botones de interneuronas durante la
perfusion de DCG-IV. F, Razén de pulsos pareados de las respuestas sinapticas provenientes de
los botones sinapticos de las fibras musgosas (barras negras) y de interneuronas (barras blancas)
en liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) control y durante la perfusion de DCG-IV (* p<0.05).

Diseccion farmacolégica y caracterizacion de la cinética de las respuestas

sinapticas a la estimulacién de los botones de las fibras musgosas

Al estimular los botones marcados de las fibras musgosas durante la perfusion de
farmacos antagonistas de los receptores ionotrépicos de glutamato (iGIuR), NBQX

y APV, se observé que en 4 de 14 casos se producia una depresion del
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98.5+1.3% (p <0.01; Fig. 11 A) de las respuestas, en 7 de 14 una depresion
parcial de 56.3 + 9.3 % (p <0.05; Fig. 11 C) y en 3 de 14 no se observd ningun
efecto estadisticamente significativo (1.2 + 3.4 %, p <0.39; Fig. 11 B). En los casos
en los que se observéd una depresion parcial al perfundir NBQX+APV, la amplitud
de las corrientes sinapticas provocadas durante la perfusion de LCRA control fue
de 102.8 + 24.4 pA (excluyendo las fallas, n=6) mientras que la amplitud del
componente residual insensible a los antagonistas de los iGIuR fue de 24.9 + 15.2
pA. En los casos en los que las corrientes sinapticas fueron del todo resistentes a
los antagonistas de los iGIuR, las respuestas sinapticas tuvieron una amplitud de
54.2 + 12.4 pA 'y fueron bloqueadas completamente con la perfusion de bicuculina,
un antagonista de los GABAAR, lo que indicaba que estas corrientes eran
mediadas por la activacion de estos receptores. Lo anterior prueba que en ratas
con dos semanas de edad, algunos botones de las fibras musgosas liberaban
glutamato y GABA, mientras que otros botones liberan solo glutamato 6 solo
GABA (Fig. 11 E). Por su parte, la estimulacion de los botones provenientes de
interneuronas presentaron respuestas insensibles a la perfusiéon de NBQX + APV,
pero fueron bloqueadas con la perfusion del antagonista de los GABAAR (Fig. 11
D). Es importante mencionar que los valores en el umbral de intensidad de
estimulacién (50 us, 1 pA), la naturaleza todo o nada de la respuesta, el area
efectiva de estimulacion (0.53+0.11 vs 0.52+0.08 um; n =6) y la latencia de las
respuestas sinapticas (0.97+0.03 vs 0.96+0.02 ms; n =6) no cambiaron durante la
aplicacion de los antagonistas de los iGIUR en comparacién a las condiciones
control con LCRa (Fig. 12 A-F). Esto indica que en ambas condiciones se estimuld

un solo botoén sinptico
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Figura 11. La estimulacion de los botones de las fibras musgosas provoca respuestas sinapticas
mixtas. A, Las corrientes sinapticas evocadas por la estimulacion de un botdon de fibra
musgosa (MFB) de un roedor de 15 dias de edad fueron en algunos casos bloqueadas por los
antagonistas de los receptores de los iGIuUR (NBQX+APV). B, Algunas otras corrientes sinapticas
evocadas por la estimulacién de un MFB no se modificaron durante la perfusion de NBQX+APV
pero fueron bloqueadas por completo al aplicar el antagonista de los GABAAR (Bic). C, En otros
casos, las corrientes evocadas por la estimulacién de un MFB fueron bloqueadas parcialmente por
los antagonistas de los iGIUR y la corriente remanente fue eliminada al perfundir Bicuculina (Bic).
D, En todos los casos las respuestas sinapticas de los botones de las interneuronas (IntB) no se
modificaron durante la perfusion de NBQx+APV y fueron bloqueados por completo al aplicar
bicuculina. E, Resumen de porcentajes de las respuestas sinapticas evocadas en roedores de 15y
25 dias.

La relacién corriente-voltaje (I/V) de las corrientes sindpticas producidas al
estimular los botones de las fibras musgosas en LCRa mostré un potencial de
inversiébn de -27 mV, observandose incluso, a potenciales cercanos a -30 mV,
respuestas sinapticas compuestas con un componente entrante y otro saliente.
Durante el bloqueo de los iGIuR este potencial de inversion se desplazé a -60 mV,
gue corresponde al valor del potencial de inversion calculado para ClI" (-63 mV) en
nuestra preparacion (Fig. 13 A). En contraste las corrientes sinapticas evocadas
por la estimulacion de los botones de interneuronas presentaron un potencial de
inversion de -64 mV en condiciones control, el cual no se modificé durante la
perfusiéon de los iGIUR (Fig. 13 B). Lo anterior confirma que las respuestas
sinapticas evocadas por la estimulacion de los botones de las fibras musgosas
eran mediadas por glutamato y GABA, mientras que las respuestas a la
estimulacion de los botones de interneuronas eran de naturaleza solo

GABAérgica.
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Figura 12. Las respuestas sinapticas mixtas provienen de un solo botén de las fibras musgosas. A-
B, Corrientes sinapticas evocadas (A) por la estimulacion de un botdn de fibora musgosa (MFB) y
gréfica de grupo (B) donde se observa que estas respuestas tienen el mismo umbral en
condiciones control (ACSF) y durante la perfusibn de NBQX+APV. C, Las corrientes sinapticas
evocadas por la estimulacion de un MFB tuvieron la misma latencia en ACSF y durante el bloqueo
de los iGIuR. D, Histograma de frecuencia de las respuestas sinapticas evocadas por la
estimulacién de un MFB en ACSF y durante la perfusion de NBQX+APV. E, La distancia de
desplazamiento de la pipeta de estimulaciéon del centro del boton estimulado, a la cual no se
evocaron respuestas fue la misma en condiciones control y durante el bloqueo de los iGluR. F,
Histograma de eventos que muestra que en ambas condiciones (ACSF vs NBQX+APV)

desplazamientos de mas de 0.3 pum evitaron que se evocaran respuestas sinapticas.
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Figura 13. Potenciales de inversién de las respuestas sinapticas evocadas al estimular los botones
de las fibras musgosas y los botones provenientes de interneuronas. A, Relacion I-V y corrientes
sinapticas evocadas por la estimulacion de un botén de fibra musgosa (MFB). Obsérvese el cambio
de polaridad a un potencial de -~ -30 mV en condiciones control (ACSF) en donde incluso se
observa una corriente bifasica (trazo rojo) con un componente entrante y otro saliente, mientras
que durante la perfusion de los antagonistas de los receptores de los iGIuUR (NBQX+APV) el
potencial de inversiéon es de -~ -60 mV (Flecha roja: Ec=-63mV). B, Relacion |-V y corrientes
sinapticas evocadas por la estimulacion de un boton de interneurona (IntB). Las corrientes
singpticas evocadas por la estimulacion de un IntB invierten su polaridad a -64 mV tanto en
condiciones control (ACSF) como durante la perfusion de NBQX+APV.

Debido a que la estimulacion de terminales de fibras musgosas produce liberacion
de glutamato y GABA que activan simultaneamente a ambos tipos de receptores,
las corrientes sindpticas podian tener diferentes cinéticas de ascenso y descenso.
De las corrientes evocadas, se encontraron (1) corrientes con un tiempo de
ascenso y constante de decaimiento (t) rapidos (1.2 ms y 8.4 ms respectivamente,
n=6), (2) corrientes con un tiempo de ascenso rapido y un descenso con una t
rapida (6.9£2 ms; n=6) y otra t lenta (29.7+3.7 ms; n=6) y finalmente (3) corrientes
con un tiempo de ascenso y t lentos (3.4+0.4 ms y 34.6+4.1 ms respectivamente,
n=6; Fig. A, E-G). Asi, estas cinéticas correspondieron a (1) las respuestas
mediadas por glutamato, (2) las respuestas mediadas por glutamato y GABA y (3)
las respuestas mediadas solo por GABA. En condiciones control las respuestas
rapidas glutamatergicas constituyeron el 38.5+4.2% de las respuestas sinapticas
evocadas, las respuestas lentas GABAérgicas el 33.8+4.1% y las respuestas
mixtas el 27.5+4.7% (Fig. 14 E). Por su parte las corrientes sinapticas evocadas
por la activacion de los botones de interneuronas presentaron siempre cinéticas

lentas en su tiempo de ascenso y t (Fig. 14 C, F-G), correspondientes a corrientes
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GABAérgicas. Mas aun, durante el bloqueo de los iGIuR, las corrientes sinapticas
producidas por activacion de los botones de las fibras musgosas tuvieron solo una
1 lenta (32.5+5.7 ms; n=6; Fig. 14 B) de cinética similar al componente lento de las
respuestas mixtas en condiciones control y a la t de las corrientes sinapticas de
los botones de interneuronas, por el contrario el bloqueo de los GABAAR aisl6
corrientes sinapticas con una t répida, correspondientes a corrientes
glutamatérgicas (Fig. 14 B). Es importante mencionar que en células piramidales
disociadas del area CA3 de roedores de 23-25 dias, la estimulacion de los botones
de las fibras musgosas generd, en todos los casos, corrientes sinapticas con
tiempos de ascenso y constantes de decaimiento rapidos (1.8+0.2 ms y 6.7+0.4
ms respectivamente) que aumentaron su amplitud al aumentar la frecuencia de
estimulacién (1 Hz), se inhibieron al perfundir un agonista de los mGIuR-Il (DCG-
IV) y se bloquearon por completo durante la perfusion de los antagonistas de los
iGIUR (n=6; Fig. 14 D, F), mientras que la estimulacion de los botones de
interneuronas generod en todas las células corrientes con t lentas (35.1+2.4 ms),
gue no se modificaron en presencia de DCG-IV ni al aumentar la frecuencia de

estimulacién y se bloquearon por completo en presencia de bicuculina (n=6).
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Figura 14. Cinética de las respuestas sinapticas evocadas provenientes de los botones de las
fibras musgosas. A, En LCR artificial (ACSF) se observaron corrientes sindpticas evocadas de los
botones de las fibras musgosas (MFB) con tres cinéticas de decaimiento: corrientes con una
constante de decaimiento rapida (linea azul), corrientes con un tiempo de decaimiento lento (linea
roja), y corrientes mixtas con un componente rapido y otro lento. La sustraccion digital de las
corrientes lentas de las corrientes mixtas produjo una corriente con un decaimiento rapido (linea
verde). B, La perfusién de los bloqueadores de los iGIUR (NBQX+APV) aislé un componente lento
de las respuestas sinapticas provenientes de los MFB. C, Las corrientes sinapticas evocadas por la
estimulacién de un botén de interneurona (IntB) tuvieron un decaimiento lento que no se modifico
durante el bloqueo de los iGIuR. D, Las corrientes evocadas al estimular los MFB en células
piramidales de roedores de 23 dias tuvieron un decaimiento rapido y fueron eliminadas durante la
perfusion de NBQX+APV. E, Porcentaje de fallas y de cada tipo de corriente evocada al estimular
los botones de las fibras musgosas en condiciones control (ACSF), durante el bloqueo de los iGIUR
(NBQX+APV) y durante el bloqueo de los GABA,R (Bic). F-G, Constantes de decaimiento (F) y
tiempo de ascenso (G) de las diferentes corrientes sindpticas evocadas al estimular los MFB y los
IntB en condiciones control (ACSF) y durante el bloqueo de los iGIuR (Barras negras en F).
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Caracterizacion funcional de las respuestas GABAérgicas provocadas por la

estimulacién de los botones de las fibras musgosas

Se investigd si el componente GABAérgico de las respuestas sinapticas evocadas
por la estimulacion de los botones de las fibras musgosas presentaba facilitacion
por frecuencia y sensibilidad a la activacion de mGIuRs. Por tanto, una vez
aislado este componente, se incremento la frecuencia de estimulaciéon de 0.05 Hz
a 1 Hz, observdndose una potenciacién en la amplitud de las respuestas de
213.1+34 % (p< 0.01; n=5; Fig. 15 A-B), que fue acompafia por un decremento en
la tasa de fallo a 49.0+8.1 % (p< 0.05; Fig. 15 C). Por su parte, la perfusion de L-
AP4, un agonista de los mGIuR-Ill, deprimié un 79.8 + 6.8% la amplitud de las
respuestas sinapticas (p< 0.01; n=6; Fig. 15 D-E), e increment6 tanto el cociente
del protocolo de pulsos pareados como la tasa de fallos un 98.1+8.2 % (p< 0.05;
Fig. 15 F). En contraste, el incremento de la frecuencia de estimulacién a 1 Hz
deprimio la amplitud de las respuestas sinapticas evocadas por la estimulacién de
los botones de interneuronas al 66.1+11.9% (p<0.05; n =5) e incrementd en el
porcentaje de fallos al 55£3.9% (p<0.05; Fig. 15 A-C). La perfusién de L-AP4 no
produjo cambios en la amplitud ni en la probabilidad de aparicion de las
respuestas evocadas (Fig. 15 D-F). Lo anterior indica que el componente
GABAEérgico de las respuestas de los botones de las fibras musgosas, pero no las
respuestas de los botones de interneuronas, presenta las caracteristicas de la
transmision sinaptica de las fibras musgosas descritas en rebanadas (Salin y cols.,
1996; Schmitz y cols., 2001; Kamiya y cols., 1996, revisado en Jaffe y Gutierrez
2007).

53



JesUs Quetzalcoatl Beltran Mendoza / Tesis Doctoral

0.05 Hz 1Hz 0.05 Hz g 300 1 M —— iy
MFB 4 . 4 3
Ve ]/ 1~ 3 0.8
v z 306
y H 0.4
IntB . 1 0.2
V J'k/ e J 50 pA 0
ms £ E E
8 T 8
=] S
*
F - |—\
D ACSF NBQX+APV ats
ACSF NBQX+APV ..+L-AP4 w-0 ...+Bic 1 = _— E
L-AP4 Bic 1
______ O | e . ~ 120
i i < 100 : -
--------------------- = g w0 * MFB
= 60 o IntB 1 *
50 pA £ 40 » 0.8
30 ms L 20 go.s
'“‘B‘JV{‘/“ = il e P P e 0! 304
""""""""" T e 0 20 40 60 80 100 120 0.2
stim., 0
> - (<)
$ i
X 3
o H
4

Figura 15. Caracterizacion funcional de las respuestas GABAérgicas de los botones de las fibras
musgosas. A, Potenciacién de las corrientes sinapticas evocadas por la estimulaciéon de un botén
de fibra musgosa (MFB), pero no de las corrientes provenientes los botones de interneuronas
(IntB), al incrementar la frecuencia de estimulacion a 1 Hz. B, Grafica de grupo donde se observa
una potenciacion del 200 % de las corrientes GABAérgicas evocadas al estimular los MFB, y una
depresion de las corrientes provenientes de Int al incrementar la frecuencia de estimulacion a 1 Hz.
C, Probabilidad de éxito de las corrientes sinapticas evocadas por la estimulacién de los MFB y de
los IntB a 0.05 y 1 Hz. D, Depresion gradual de las corrientes sinapticas evocadas por la
estimulacién de un MFB, pero no de las corrientes provenientes los IntB, durante la perfusion
NBQX+APV y posteriormente de L-AP4. E, Grafica de grupo donde se observa una depresion de
las corrientes sinapticas evocadas por la estimulacion de un MFB, pero no de las corrientes
provenientes los IntB, durante la perfusion NBQX+APV y bloqueo posterior casi completo y
reversible durante la perfusion de L-AP4. F, Probabilidad de éxito (grafica inferior) y cociente de
pulsos pareados (grafica superior) de las corrientes sinapticas evocadas por la estimulacién de los
MFB y de los IntB durante el bloqueo de los iGIuR (NBQx+APV) y durante la perfusion de NBQX +
APV + L-AP4 (...+L-AP4; *= p<0.05).
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DISCUSION

En las ultimas dos décadas se ha probado la presencia de la maquinaria molecular
para la sintesis, almacenamiento y liberacion de GABA y glutamato en las
terminales sinapticas de las células granulares del hipocampo durante el
desarrollo y, en el adulto, después de crisis convulsivas (Revisado en Gutiérrez
2005, Jaffe y Gutiérrez 2007, Gutiérrez 2009a). La presencia de una sefalizacién
GABAérgica monosinaptica del giro dentado a la region CA3 después de crisis
convulsivas que presentaba las mismas caracteristicas fisiologicas que han sido
descritas para la transmisién glutamatérgica de las fibras musgosas origind la
hipotesis de la coliberacion de GABA y glutamato de las terminales de las células
granulares (Gutiérrez y Heinemann, 1997; Gutiérrez, 2000). Posteriormente, fue
reportado que este mismo fendmeno ocurria en roedores durante las 3 primeras
semanas de desarrollo (Walker y cols. 2001, Gutiérrez y cols. 2003, Safiulina y
cols. 2006). Sin embargo, Uchigashima y cols. (2007) reportaron la inexistencia
del componente GABAérgico en las respuestas sinapticas de las células
piramidales ante la estimulacion de las fibras musgosas, y sugirieron que los
potenciales sinapticos GABAérgicos observados en estudios previos constituyen

una contaminacion de las respuestas por activacion de interneuronas locales.

El circuito neuronal del giro dentado-region CA3 presenta una compleja y fina
conectividad entre las células principales y los varios tipos de interneuronas que
envian proyecciones a los diversos estratos que los componen (Amaral y Lavenex
2007). En efecto, las redes locales que rodean a las células granulares y a las
fibras musgosas en su trayecto al area CA3 constituyen una fuente potencial de
contaminacion durante la activacion de las GC o de sus axones. Por ello, en el
presente trabajo se marcé de manera selectiva el tracto de las fibras musgosas,
se removié la red local de CA3 y se obtuvieron células piramidales aisladas
mecanicamente con terminales de fibras musgosas funcionales adheridas a su

dendrita apical. Esto permiti6 el estudio detallado de la transmisién sindptica de un
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boton identificado de una fibra musgosa y su comparaciéon con la transmision
singptica de botones de interneuronas adheridos a la misma célula piramidal. En
este estudio se demuestra de manera directa que en roedores de 15 dias de
desarrollo posnatal los botones de las fibras musgosas pueden liberar glutamato y
GABA del mismo botén sinaptico, mientras que en roedores de 25 dias estos

botones solo liberan glutamato.

El estudio de una sola conexion sinaptica entre dos neuronas del sistema nervioso
central se ha abordado mediante el registro de una neurona blanco y la
estimulacibn minima simultanea eléctrica, quimica o fotdnica de la membrana
somatica o axonal de un solo tipo o de una sola neurona presinaptica (Liu y Tsien
1995; Jo y Schlichter 1999, Walker y cols 2001, Wang y cols 2007); y mediante
registros pareados de dos neuronas conectadas o de una terminal sinaptica y la
neurona postsinaptica (Geiger y cols. 1997, Jonas y cols. 1998, Geiger y cols.
2000; Mori y cols. 2004; Osorio y cols. 2013). La preparacion célula disociada-
boton sinaptico terminal descrita en este trabajo, permitié el estudio directo e
inequivoco de una sola sinapsis en una sola neurona en condiciones muy
controladas, sin interferencia de otras neuronas de su microambiente. La técnica
de disociacion de neuronas para su estudio aislado se inicid con el uso de pipetas
Pasteur de pequefio calibre con o sin el uso adicional de enzimas en el medio
extracelular (Kay y Wong 1986; Drewe y cols. 1988; Du y Bradley 1996; Kay y
Krupa 1997). Posteriormente, con el fin de evitar que el uso de enzimas alterara
las propiedades de los receptores y de los canales, se describié un método de
disociacion a partir de rebanadas, aplicando una punta roma de una micropipeta
sobre el area de interés a estudiar y haciéndola desplazarse horizontalmente para
desprender a las células sin el uso de enzimas en el medio extracelular (Vorobjev,
1991). Johansson y su grupo se basaron en esta técnica y lograron estimular
guimicamente terminales sinpticas adheridas mediante aplicacién puntual de KCI
o glutamato (Karlsson y cols. 1997; Haage y cols. 1998). Akaike y colaboradores
desarrollaron independientemente una técnica muy similar que les permitié en
diversas neuronas del SNC registrar actividad sinaptica espontanea y corrientes

sinapticas evocadas al estimular eléctricamente con micropipetas theta los
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botones sinapticos adheridos y visualizados directamente con microscopia y
marcaje fluorescente de proteinas y vesiculas sindpticas (Rhee y cols. 1999;
Koyama y cols. 1999; Akaike y cols. 2002, Jang y cols. 2002; Moorhouse y Akaike
2003; Akaike y cols. 2005). La combinacion de la preparacion célula disociada-
botdn sindptico terminal con las técnicas de marcaje selectivo de tractos axonales
en general y del tracto de las fibras musgosas en particular que se describen en el
presente trabajo de tesis constituye un método novedoso optimizado para el
estudio de la sinapsis de las fibras musgosas con las células piramidales de CA3
(Beltran y cols. 2012). Asi, la preparacion que desarrollamos ofrece la posibilidad
de realizar con relativa facilidad registros con la técnica de fijacion de voltaje
controlando los medios intra y extracelulares, y permitiéndonos estudiar ademas la
transmision sinaptica de un botén terminal proveniente de una interneurona en la
misma célula que contiene el boton de las fibras musgosas marcado con
fluorescencia. Podria suponerse que el procedimiento de disociacién puede
modificar la excitabilidad y composicién en el boton presinaptico y favorecer que
se altere la plasticidad sindptica al perderse o dafarse parte del andamiaje
perisinaptico que direcciona y agrupa los receptores postsinapticos (Akaike y
Moorhouse 2003; Dityatev y cols. 2010). Sin embargo, en nuestro caso y debido a
las condiciones experimentales usadas, se conservaron los elementos no solo
para la liberaciébn sino también para la plasticidad sindptica ya que, como
describimos, la estimulacion de los botones marcados present6 las propiedades
de la transmision sindptica descrita para las sinapsis de las FM en rebanada. En
particular corroboramos evidencia previamente publicada que mostraba que el
soma de las células granulares no es un elemento necesario para que se
presente facilitacion por frecuencia en las sinapsis de las fibras musgosas (Calixto
y cols. 2003).

Cabe mencionar que diversos autores no han observado esta sefializacion
GABAérgica de las fibras musgosas en estudios que han abordado directa y
selectivamente las sinapsis de estos axones, mediante registros pareados (Mori y
cols. 2004, Alle y Geiger 2006, Szabadics y Soltesz 2009), fotoestimulacion

selectiva (Toni y cols. 2008, Kohara y cols. 2014) o en la preparacion célula
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disociada-botdn sinptico terminal (Yamamoto y cols. 2011). Sin embargo esto se
debe a que en las diferentes condiciones experimentales, inintencionada o
premeditadamente: se elimind cualquier componente GABAérgico que pudiera
considerarse potencialmente “contaminante” con (1) la eliminacién farmacolégica o
bioguimica de las corrientes GABAérgicas (Mori y cols. 2004, Yamamoto y cols.
2011), (2) el uso de un potencial de mantenimiento igual al E;,, de CI" (Mori y cols.
2004, Alle y Geiger 2006, Yamamoto y cols. 2011, Kohara y cols. 2014), y (3)
porque se usaron roedores adultos de = 4 semanas de edad (Mori y cols. 2004,
Toni y cols. 2008, Szabadics y Soltesz 2009, Kohara y cols. 2014).

De manera interesante Uchigashima y cols. (2007), han reportado explicitamente
la ausencia de este componente GABAEérgico en las respuestas sinapticas de las
células piramidales de CA3 ante la estimulacién minima de las fibras musgosas,
sugiriendo que los eventos GABAérgicos monosindpticos observados en los
estudios previos representan respuestas evocadas por la activacion inadvertida de
interneuronas locales (Uchigashima y cols. 2007). En principio, aunque esta
activacion de algun tipo de interneurona es plausible, se tendria que explicar
también: 1) la presencia de las caracteristicas de la transmisién de las fibras
musgosas en la sefalizacibn GABAérgica, 2) la existencia transitoria de un
subgrupo de interneuronas solo durante un periodo de tiempo especifico en el
desarrollo, y 3) la correlacion temporal de esta transmisibn GABAérgica con la
expresion transitoria de los marcadores de fenotipo GABAérgico en las células
granulares (revisado en Gutiérrez 2005, Gutiérrez 2009a.). De hecho estas
caracteristicas y la desaparicién de esta sefializacion GABAérgica en un periodo
breve de tiempo apunta a un proceso plastico fisiolégico mas que a un cambio
estructural en la red local. Lo que es mas, analizando el estudio de estos autores,
se pude observar que las respuestas que atribuyen a contaminacion por
interneuronas son de una amplitud un orden de magnitud mayor que las
respuestas en el presente trabajo (4080 + 380 vs 102.8 + 24.4 pA), mientras que
con estimulacion minima observaron respuestas de mucho menor amplitud
(LCRa= 617 = 116 pA) que durante la perfusion de los blogueadores de los iGIuR,

disminuyeron a un 10% de su valor inicial (CNQX+AP5= 43 £ 5 pA). Aunque el
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efecto de los antagonistas de los iGIuR sobre las corrientes evocadas con
estimulacion minima llevo a Uchigashima y colaboradores a describir que estas
corrientes fueron casi bloqueadas, los valores descritos para estas respuestas
remanentes fueron semejantes a las amplitudes halladas en el presente estudio, lo

que sugeriria su origen en las fibras musgosas.

Recientemente con un abordaje mas directo mediante estimulacion individual de
una célula granular con fotolisis de MNI-glutamato y el registro simultdneo de una
célula piramidal de CA3 en rebanadas cultivadas de ratones jévenes transgénicos
GADg;-GFP”, Cabezas y cols. (2013), observaron que la GADg; era expresada
solo en un subpoblacién de células granulares, la cuales liberan GABA de sus
terminales, reduciendo la excitabilidad de las fiboras musgosas pero sin producir
corrientes posinapticas en las células piramidales de CA3. Llama la atencion que
en este trabajo los autores no encuentren respuestas sinapticas en las células
piramidales, sin embargo se debe considerar que mientras en estudios previos se
usaron rebanadas frescas, en este estudio se usaron rebanadas organotipicas
cultivadas por 12 dias, provenientes de roedores de 8 dias de edad. Debido a que
la edad de desarrollo exacta de las células granulares y de sus fibras musgosas
en estos cultivos es incierta, es muy dificil hacer una comparacion adecuada con
los estudios previos. Mas aun, en la preparacion referida existe una disminucion
importante de la actividad excitadora basal por la eliminacion de aferencias
extrinsecas, lo que puede interferir con el desarrollo normal de las sinapsis
GABAérgicas y glutamatérgicas en la conexion fibra musgosa-célula piramidal,
tanto en el compartimento presinaptico como en el postsindptico (Gutiérrez y

Heinemann 1999).

Es necesario considerar que se han encontrado sinapsis en las dendritas apicales
de las neuronas piramidales de CAS3, a nivel del stratum lucidum, provenientes de
interneuronas asociadas a las fibras musgosas (Vida y Frotscher, 2000). Por ello,
podria argumentarse que en nuestra preparacion el componente GABAérgico
observado puede tener su origen en terminales sinapticas de interneuronas

contiguas a los botones sinapticos de las fibras musgosas, sin embargo en esta
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tesis se demuestra que éste no es el caso. En nuestra preparacion experimental
las respuestas sinapticas evocadas se presentaron en una forma “todo o nada”,
tuvieron un tiempo de ascenso constante, un tiempo de latencia breve y constante,
ademas determinamos que los desplazamientos de la punta de la micropipeta de
estimulaciéon del sitio de estimulaciéon efectiva mayores a 0.5 [Im no provocaban
respuestas sinapticas. De haber otro boton adyacente, se hubiera detectado un
cambio en la latencia, tiempo de ascenso o morfologia de las respuestas. Aun
mas, las sinapsis de las interneuronas asociadas a las fibras musgosas presentan
una probabilidad de fallos muy variable (3 - 100 %), corrientes posinpticas de
amplitud constante durante trenes de estimulacion a frecuencias 1-25 Hz vy
frecuentemente una disminucion del cociente en un protocolo de pulsos pareados
(Vida y Frotscher, 2000; Losonczy y cols., 2004), mientras que en este trabajo
mostramos que las respuestas GABAérgicas aisladas generadas al estimular los
botones de las fibras musgosas presentaron una probabilidad inicial de fallo
constante y baja, una potenciacion de 213.9 + 34 % al incrementar discretamente
la frecuencia de estimulacion de 0.05 a 1 Hz, un aumento del cociente en un
protocolo de pulsos pareados de 1.72 a 4.43 y una depresion de la amplitud al
activar los mGIuR, que corresponden a las caracteristicas reportadas para la
transmision de las fibras musgosas. Mas aun, estas respuestas GABAérgicas de
los botones de las fibras musgosas presentaron la misma naturaleza todo o nada,
latencia, area de estimulacion efectiva y umbral de estimulacibn que en las
condiciones control durante la perfusién de LCRa, lo que indica que las respuestas

gue observamos provienen del mismo botén sinaptico.

En el presente estudio se encontraron tres tipos de respuestas sindpticas al
estimular los botones de las fibras musgosas de células piramidales provenientes
de roedores de 15 dias: glutamatérgicas, GABAérgicas y mixtas
glutamatérgicas/GABAérgicas, lo cual no habia sido reportado en estudios previos.
Este tipo de segregacion de las respuestas sinapticas nos indica que en esta
etapa del desarrollo, el GABA y glutamato son liberados de diferentes vesiculas de
los botones de las fibras musgosas, lo que coincide con lo reportado por Walker y

cols. (2001), quienes con estimulacion minima de una sola fibra musgosa
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observaron también corrientes solo GABAérgicas, solo glutamatérgicas vy
corrientes mixtas, sugiriendo que estos neurotransmisores pueden ser liberados
sincrénica o asincrénicamente. Lo que es mas, estos resultados concilian los
hallazgos de diversos autores que han reportado que con estimulacion minima de
las fibras musgosas se generan respuestas solo GABAérgicas durante la primera
semana (Safiulina y cols. 2006), respuestas mixtas en la segunda e inicio de la
tercera semana (Walker y cols. 2001, Gutiérrez y cols. 2003, Bergersen y cols.
2003) y repuestas preponderantemente glutamatérgicas durante la tercera
semana (Gutiérrez y cols., 2003; Uchigashima y cols 2007, Cabezas y cols. 2013).
Mas aun, recientemente nuestro grupo ha reportado que un porcentaje de células
granulares de nueva generacion en el giro dentado de roedores adultos pueden
expresar de manera transitoria los marcadores del fenotipo GABAérgico, lo que
sugiere la existencia de reservas de poblaciones de células granulares que
pueden re-especificar su fenotipo de neurotransmisor e integrarse de manera
especifica a diferentes circuitos locales (Lara y cols. 2012; Dulcis y Spitzer, 2011).
Con esto podemos sugerir que la poblacién de células granulares no es una
poblacibn homogénea, sino una poblacién neuronal que presenta una importante
heterogeneidad espacial y temporal (Fanselow y Dong 2010; Galimberti y cols.
2010; Klein 2010; Lara y col., 2012; Beltran y cols., 2012).

Con la comprobacion de que la activacion de los mGIluR-Il inhibe las respuestas
GABAérgicas podemos argumentar que estos receptores se encuentran en las
zonas presinapticas activas en esta edad. Al respecto, Shigemoto vy
colaboradores han mostrado que en ratas adultas los mGIuR-Il se encuentran en
el limite axén-boton gigante, de ~0.7 a 1.2 um de distancia de las zonas activas, y
ocasionalmente en los botones de las fibras musgosas pero no en sitios
presinapticos (Shigemoto y cols. 1997). A diferencia de estos investigadores, el
presente trabajo se realiz0 con roedores en desarrollo, por lo que no se podria
descartar que en esta etapa los mGIuR-Il se encuentren en sitios presinapticos
(ver también Kasyanov y cols., 2004). De manera alternativa la modulacién
observada se podria deber a que en nuestra preparacion los botones de las fibras

musgosas mantienen el remanente axonal preterminal que contiene los mGIuR-II.
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La liberacién de neurotransmisor es un fenbmeno complejo con una modulacion
diversa. Existe una segregacion de las vesiculas sinapticas, de tal modo que hay
tres “pools” que han sido denominados de liberacion rapida, de reciclado y de
reserva (revisado en Rizzoli y Betz 2005). Existe adem&s evidencia de la
existencia de dos microdominios sinpticos, uno para la liberacion espontdnea y
otro para la liberacion evocada (Sutton y cols. 2009; Sara y cols. 2011), ambos
con una importante modulacion tras la activacion de receptores presinapticos
(Wasser y Kavalali 2009). En roedores en desarrollo se ha observado una
activacion tonica de los receptores presinapticos GABAg que disminuye la
probabilidad de liberacién de las fibras musgosas en la primera semana de vida
(Safiulina y Cherubini 2009), y una activacion de los KAR presinapticos acoplados
a proteina G que deprime la liberacién de GABA de las terminales de las fibras
musgosas (Caiati y cols 2010). Este ultimo caso y el presentado en nuestro
estudio constituyen ejemplos de una modulacién cruzada entre receptores
presinapticos glutamatérgicos y la maquinaria de liberacibn de vesiculas
GABAérgicas. En las terminales GABAérgicas y glutamatérgicas existe una
expresion diferencial de proteinas presinépticas involucradas en la liberacion de
neurotransmisor. Se ha observado que en las terminales glutamatérgicas VGlutl®
coexpresan niveles altos de proteina sinaptica vesicular-2A (SV2A), proteina
singptica vesicular-2B (SV2B), SNAP-25 y Rab3c, niveles intermedios de
sinaptotagmina-1 (SYT1) y niveles bajos de SYT2, mientras que las terminales
GABAérgicas VGAT' se asocian a niveles altos de SV2A y SYT2, niveles
intermedios SYT1, Rab3a y Rab3c, y a niveles bajos de SV2B y SNAP-25
(Bragina y cols. 2007, 2012). Algunas de estas moléculas pueden constituir
blancos diferenciales de los mGIuR presinapticos en la sinapsis de las fibras
musgosas. Investigaciones previas muestran que en las sinapsis glutamatérgicas
los mGIuR-Il deprimen el influjo de calcio presinaptico mediado por los canales de
calcio tipo P/Q e inhiben la maquinaria de liberacion de neurotransmisor por un
mecanismo que involucra vias de sefalizacion intracelular dependientes de
proteinas Gj,, adenilatociclasa, proteincinasa A y AMP¢ (Kamiya y Ozawa 1999,

Nicholls y cols. 2006), mientras que en ciertas areas no afectan la transmisién
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GABAérgica (Deng y cols. 2010; Wang y cols. 2012). En las fibras musgosas se
ha observado que los mGIuR-Il inhiben la liberacion de neurotransmision por
mecanismos dependientes e independientes de la cascada de sefalizacion
adenilatociclasa-AMP¢ (Maccaferri y cols. 1998). Durante el desarrollo es posible
que en los botones de las fibras musgosas, los mGIuR-Il tengan como blanco
proteinas preferentemente expresadas como pertenecientes a la maquinaria de
liberacion glutamatérgica, v.gr. SV2B y SNAP-25, mientras que los mGIuR-IlI
hagan lo propio con proteinas asociadas preferentemente a la maquinaria de
liberacion GABAérgica, como SV2Ay SYT2 (Bragina y cols. 2007, 2012).

En diversos sitios del sistema nervioso central, incluyendo el hipocampo, la
liberacién de glutamato es preponderantemente mediada por canales Ca** tipo
P/Q (Li y cols., 2007; Catterall y Few 2008; Kamp y cols., 2012), mientras que en
ciertas sinapsis GABAérgicas del hipocampo, la liberacion de neurotransmisor es
mediada Unicamente por la activacion de los canales tipo N acoplados en
microdominios (Poncer y cols., 1997; Catterall y Few 2008; Goswami y cols.,
2012). En los botones gigantes de las fibras musgosas coexisten canales de Ca®*
tipo P/Q, N y R, en diferente proporcién y con diferentes propiedades de apertura
respecto a su cinética y umbral de activacion (Li y cols., 2007), lo que sugiere una
participacion diferencial de cada tipo de canal en la transmision sinaptica. Dado
que existe evidencia que indica que el GABA y glutamato son liberados de
diferentes grupos de vesiculas de los botones de las fibras musgosas (Walker y
cols., 2001; Beltran y cols., 2012), se puede suponer que en los botones gigantes
los canales P/Q se encuentran mas cercanos al pool glutamatérgico y los canales
tipo N lo estén del pool GABAérgico, lo que podria controlar selectivamente la
liberacion de uno u otro neurotransmisor en esta sinapsis en esta etapa de

desarrollo.

Funcionalmente, se ha propuesto que las aferencias GABAérgicas a las neuronas
piramidales de CA3 durante el desarrollo ejercen un efecto tréfico, con lo que las
células granulares constituirian una aferencia de GABA adicional al de las

interneuronas locales, especialmente en la primera semana de desarrollo cuando
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el GABA es despolarizante y antes de la expresion de receptores AMPA (Ben Ariy
cols. 2007, Safiulina y cols. 2010). De hecho se ha sugerido que la liberacion de
GABA de las fibras musgosas durante el desarrollo puede contribuir al
refinamiento de la conectividad neuronal de una manera altamente selectiva, como
lo observado en otras areas del sistema nervioso central (Kasyanov y cols. 2004,
Gillespie y cols. 2005, Romo-Parra y cols. 2008). La co-liberacion de dos
neurotransmisores puede variar la forma y curso temporal de los potenciales
sinapticos de acuerdo al tipo y cantidad de receptores presentes en la
postsinapsis, a la composicion idnica de las neuronas blanco y a las interacciones
moleculares postsinapticas, que modificarian en conjunto la suma e integracion
postsinaptica (Gutiérrez y Arias-Montafio 2009). La relacién entre el grado de
excitacion recibida por una neurona y su probabilidad de generar un potencial de
accion puede describirse por una curva o funcién entrada-salida (1/0O) con un
umbral y una ganancia. Se ha observado que la eficacia sinaptica excitadora
controla el umbral de dicha funcion (1/0O) en las neuronas principales, mientras que
la transmisién sinaptica inhibidora modifica tanto el umbral como la ganancia de
esta funcion I/0O. Al final del desarrollo, la co-transmision de GABA y glutamato de
los botones las fibras musgosas dotaria a las sinapsis de estas fibras la capacidad
de efectuar una optimizacién selectiva en el procesamiento e integracién de
informacion sinaptica y neuronal de un modo energéticamente mas eficiente
(Somogyi 2006; Carvalho y Buonomano 2009).Al final del desarrollo el fenotipo
GABAEérgico de las células granulares desaparece y utiliza solo glutamato que es
la configuracion de la etapa adulta de la red local de CA3, en la que la inhibicién
es disindptica y estd mediada por interneuronas locales (ver Jaffe y Gutiérrez
2007). Sin embargo, después de someter al giro dentado a periodos de
hiperexcitabilidad (LTP In Vitro o con crisis convulsivas In Vivo) la liberacion de
GABA de las fibras musgosas puede ejercer un efecto protector, evitando
sobreexcitacion y excitotoxicidad de las células piramidales de CA3 (Gutiérrez y
Heinemann 2006; Gutiérrez 2009b). Vemos entonces que las células granulares
presentan un fenotipo programado durante el desarrollo temprano y una
plasticidad de neurotransmisor inducido por estimulos fisiologicos y patologicos en

la etapa adulta (Gutiérrez 2005, 2009b).
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Previamente en nuestro laboratorio se demostr6 que la entrada de calcio es
necesaria para la expresion del fenotipo GABAérgico en las células granulares
adultas (Gomez-Lira y cols., 2005). El papel de las espigas de calcio en la
expresion de un determinado fenotipo, y sobre todo en la expresion del fenotipo
GABAérgico y glutamatérgico, ha sido ampliamente demostrado en células en
desarrollo (revisado en Spitzer 2012). En Xenopus laevis se ha observado que
previo a la formacion sinaptica, la frecuencia de las espigas de calcio regula el
namero de neuronas que expresan diferentes neurotransmisores. Un incremento
en la frecuencia de las espigas de calcio genera un aumento en el porcentaje de
neuronas GABAérgicas, y por el contrario un decremento en estas espigas lleva a
un incremento en el namero de neuronas glutamatérgicas (Gu y Spitzer 1995;
Borodinsky y cols., 2004; Spitzer 2012). Asi vemos, que existe una relacion
importante entre excitabilidad y la expresion de fenotipo de neurotransmisor, en

donde el papel del calcio es fundamental.
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CONCLUSIONES

En suma, vemos que la organizacion estructural y funcional del sistema nervioso
es mas compleja que lo inicialmente observado, cada vez mas claro que muchas
neuronas del sistema nervioso central y periférico usan dos o mas moléculas
como neurotransmisor rapido, con diferentes patrones espacio-temporales de
expresion (Gutiérrez, 2009a). Esta modificacion del fenotipo de neurotransmisor es
una forma mas de plasticidad neuronal que proporciona al sistema nervioso una
mayor flexibilidad para responder a las diferentes condiciones ambientales
(Gutiérrez, 2009a; Dulcis y Spitzer 2011; Borodinsky y cols., 2012).

PERSPECTIVAS

Unas de principales interrogantes que se originan a partir de este trabajo son: 1)
identificar, tanto en condiciones fisiolégica y como patoldgicas, las sefales y
mecanismos fisiolégicos celulares y moleculares por los que se regula esta
plasticidad de neurotransmisor descrita; y 2) conocer las implicaciones fisiol6gicas
de la coliberacion de GABA y glutamato sobre el desarrollo normal y conectividad
de las células de las region de CA3. Ambas cuestiones constituyen potenciales

lineas de investigacion de nuestro laboratorio y de otros grupos.
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