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Lista de abreviaturas

AK Acido kainico

BDNF Factor neurotréfico derivado del cerebro
GABA Acido y-aminobutirico

GAD Glutamato Descarboxilasa

GD Giro Dentado

GFP Proteina verde fluorescente

MPM Marcador de peso molecular

SNC Sistema nervioso central

VGAT Transportador vesicular de glutamato

VGlut Transportador vesicular de GABA



Abstract

The granule cells of the dentate gyrus express a GABAergic phenotype during first
5 postnatal days after which a dual glutamatergic / GABAergic phenotype
emerges. The GABAergic phenotype is turned off at 21-22 days old, whereby a
purely glutamatergic phenotype remains. In addition, the glutamatergic /
GABAergic phenotype can be expressed in adulthood after induction of seizures. A
preliminary observation in our laboratory was that the transcription factor TLx1
(associated with the glutamatergic phenotype) decreases its expression in the
dentate gyrus (GD) dissected after exposure to kainic acid and the factors Lbx1
and Pax2 (which have been associated with the GABAergic phenotype ) increase
their expression suggesting that these transcription factors could be associated
with the change of phenotype in granular cells. In this work we analyze in
co-cultures of cells of the GD and the CAS3 region, the expression of the mentioned
transcription factors, in granular cells identified by expression of Prox1 in control
conditions and after their exposure to KA. Using single-cell RT-PCR and
immunofluorescence, we determined that granular cells express the transcription
factors TIx1 (associated with the glutamatergic phenotype), Lbx1 and Pax2
(associated with the GABAergic phenotype) in cell culture in both conditions. We
conclude that the hyperexcitability produced by KA does not modify their
expression, thus, establishing that they are not involved in their neurotransmitter

phenotype specification.



Resumen

Las células granulares del giro dentado expresan un fenotipo GABAérgico hasta
los 5 dias de edad, un fenotipo dual glutamatérgico/GABEérgico hasta los 22-23
dias, cuando desaparece el GABAérgico pero permanece el fenotipo
glutamatérgico en edad adulta. Este fenotipo dual glutamatérgico/GABAérgico
puede expresarse en la edad adulta después de la induccion de crisis convulsivas.
Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que el factor de transcripcion
TLx1 (asociado al fenotipo glutamatérgico) disminuye su expresion en el giro
dentado (GD) disectado después de la exposicidon a acido kainico y los factores
Lbx1 y Pax2 (que se han asociado al fenotipo GABAérgico) incrementan su
expresion, lo que sugiere que estos factores de transcripcion pudieran estar
asociados al cambio de fenotipo en las células granulares. Por tanto, en este
trabajo se analizé, en co-cultivos de células del GD y de la regién de CA3, la
expresion de los factores de transcripcion mencionados, en células granulares
identificadas electrofisiolégicamente y por la expresién de Prox1, cuando son
glutamatérgicas, y cuando se induce la expresion de los marcadores del fenotipo
GABAérgico con acido kainico. Mediante RT-PCR de célula unica e
inmunofluorescencia se determind que las células granulares expresan los
factores TIx1 (asociado al fenotipo glutamatérgico), Lbx1 y Pax2 (asociados al
fenotipo GABAérgico) en cultivo celular, en condiciones basales y después del
tratamiento con AK. Estos factores son identificados por primera vez en células
hipocampales y concluimos que su expresion no es modulada por la
hiperexcitabilidad producida por AK, por lo que no participan en la especifiacion de

su fenotipo neurotransmisor.
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. Introduccion
l.i. Formacién hipocampal

La formacion hipocampal es una estructura del sistema limbico implicada en
procesos de aprendizaje y memoria, y en ella convergen dafos
anatomofuncionales en tres patologias del sistema nervioso central (SNC): la
epilepsia, la enfermedad Alzheimer y la esquizofrenia. Esta estructura esta
conformada por el subiculum, presubiculum, parasubiculum, la corteza entorrinal,

el giro dentado y el hipocampo [Andersen et al, 2007] (figura 1).

Figura 1. Esquema de la formacién hipocampal. Muestra la distribucién de las regiones y capas
celulares. CE, corteza entorrinal; S, subiculum; vp, via perforante; GD, giro dentado; SM, stratum
moleculare; SG, stratum granulare; h, hilus; FM, fibras musgosas; SP, stratum piramidae; sl,
stratum lucidum; sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare; so, stratum oriens; CS,
colaterales de Schaffer [O'Keefe, 1978].

El giro dentado controla la transferencia de informacion sensorial proveniente de la

corteza entorrinal hacia el hipocampo, es decir, es el primer paso del
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procesamiento Y filtro de la informacién que concluira en la formacion de memorias
episodicas y declarativas [Spiers, 2012]. Esta estructura consta de tres capas; el
stratum moleculare (SM), donde se ramifica el arbol dendritico de las células
granulares; el stratum granulare (SG) que contiene los somas de las células
granulares y el hilus (H), el cual contiene interneuronas y células musgosas
[Andersen et al, 2007] (figura 1).

l.ii. Células Granulares

Las células granulares son el principal tipo celular del giro dentado [Amaral y
Lavenex, 2007] y sus axones no mielinizados, conocidos como fibras musgosas
[Lyndsay y Scheibel, 1981; Johnston y Amaral, 1998; Henze y et al., 2000],
constituyen la proyeccién glutamatérgica a la region de CA3 del hipocampo de rata
adulta. Estas neuronas son glutamatérgicas caracterizadas por contener
marcadores como el glutamato, la enzima responsable de sintetizar este
neurotransmisor, el transportador vesicular de glutamato (VGLUT-1) y el
transportador membranal EAAT3/EAAC1 [Crawford y Connor, 1973, Ni et al.,
1994; Bellocchino et al., 1998; Fremeau et al, 2002; Gémez-Lira et al., 2005]. Sin
embargo, se ha descrito que las células granulares expresan de manera transitoria
marcadores del fenotipo GABAérgico, lo que las hace capaces de co-liberar
glutamato y GABA durante el desarrollo o, en el adulto, por el incremento de
excitabilidad [Sandler y Smith, 1991; Sloviter, et al., 1996; Gutiérrez 2000, 2001;
Lamas et al., 2001; Walker, 2001; Gutiérrez, 2002; Gutiérrez et al., 2003;
Gomez-Lira et al., 2005; Safiulina et al., 2006].

Liii. Co-liberacion de GABA y Glutamato de células granulares

Sandler y Smith [1991] y Sloviter, et al. [1996] mostraron que la enzima
responsable de sintetizar GABA, la descarboxilasa del acido glutamico (GAD, por
sus siglas en inglés) y el aminoacido GABA se encuentran presentes en células
granulares del giro dentado de la rata y de primates. También se reportd que las

células granulares sobreexpresan transitoriamente el ARNm de GAD vy la proteina
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misma después de crisis convulsivas [Sandler y Smith, 1991; Sloviter, et al., 1996;
Lehmann et al., 1996; Schwarzer y sperk, 1995]. Sin embargo, ninguno de estos

reportes atribuyé a las células granulares la propiedad de liberar GABA.

Las células piramidales de la zona CA3 normalmente responden a la estimulacion
del giro dentado con un potencial post-sinaptico excitador (PPSE) monosinaptico
seguido de potenciales post-sinapticos inhibidores (PPSI). En presencia de
bloqueadores de receptores a glutamato, NBQX (antagonista de receptores no
NMDA) y APV (antagonista de receptores tipo NMDA) no se evocan las
respuestas postsinapticas [Gutiérrez, 2002]. Esto se debe a que el PPSE se
origina por la activacioén directa de los receptores a glutamato que se localizan en
las células piramidales, mientras que los PPSI son debidos a la activaciéon directa
de las fibras musgosas de las interneuronas de la zona CA3 que, a su vez liberan
GABA sobre las células piramidales y activan receptores GABAérgicos, GABAA y
GABAB; estas respuestas son, por tanto, polisinapticas (Figura 2) [Andersen et al,
2007].

Granuie cells (0G) Pyramidal cells (CA3) Figura . Respuestas sinaplicas de las células

PP =y piramidales a la estimulacion de las fibras

A4, musgosas. El potencial posinaplico excitatorio
GuO— to CA1 . L .
de células piramidales se debe a la accion del

Coniral glutamato proveniente de las fibras musgosas

ol ‘V\x—/ y el PPSI por la accion de GABA proveniente
COnio
. de interneurconas activadas por las fibras

r_w_umi musgosas, Tambien muestra el blogueo del
| .
| 10my PPSE y el PPSI por la accién de NBQX y
100 ms APV[Gutigrrez, 2002]:

tomado [Gutigrrez, 2002].
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Sin embargo, al realizar registros intracelulares de las células piramidales de
rebanadas de hipocampo provenientes de ratas con crisis convulsivas inducidas
con el método de kindling, se observd que después del bloqueo de la transmision
excitadora con NBQX y APV, la estimulacion de las fibras musgosas no evoca el
PPSE pero si un PPSI. Este PPSI tiene la misma latencia que el PPSE que fue
bloqueado, lo que indica que es monosinaptico y puede ser bloqueado con el
antagonista a receptores GABAA, bicuculina (Figura 3). En trabajos posteriores se
establecio que la liberaciéon de GABA de las fibras musgosas no se debe a que las
ratas sean epilépticas sino que: 1) es dependiente del desarrollo; 2) puede
inducirse después de provocar una crisis convulsiva con pentilenetetrazol in vivo;
3) puede inducirse en rebanadas tomadas de ratas control aplicando estimulacién
repetitiva tipo LTP; 4) puede inducirse en rebanadas tomadas de ratas control por
incubacion con BDNF in vitro; 5) el cambio de fenotipo depende de sintesis de
proteinas y 6) la co-liberacion de glutamato y GABA puede originarse de botones

sinapticos unicos [Beltran y Gutiérrez, 2012].

B) C)
noqe-+apv+-bicu 1 5 142
/ - - -

* nbox+apy
10 mv 3mv
» <L
NBG =+ BAPY Yy | ; ! -

100 ms
B0y 100 s

Figura .Respuestas sinapticas glutamatérgicas y GABA#érgicas de las células piramidales por
la estimulacion de las fibras musgosas en donde se presenta la co-liberacidn. Esquema de
PPSE vy PPSI. A. Sobreposicion del EPSP y del IPSP aislado farmacologicamente donde se
observa que tienen latencias similares. B. El PPS| aislado con blogqueadores de glutamato
(NBQX vy APV) puede ser blogueado con bicuculina. C. El PPSI puede deprimirse con el
agonista de mGluR-3 L-AP 4. 1.- PPSI aislado; 2.- Efecto de L-AP4 sobre PPSI; 3.-

Comparacion entre 1 y 2 [Gutierrez, 2000].
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Ademas de la extensa caracterizacion funcional de la co-liberacion de glutamato y
GABA de las fibras musgosas (Gutiérrez, 2002: Beltran y Gutiérrez; Galvan y
Gutiérrez), el mismo grupo determind la presencia de los mecanismos de
vesiculacion de GABA en las fibras musgosas (Lamas et al.; Gomez-Lira et al.;

Zander et al.)

Sumado a lo anterior, Gutiérrez [2000] demostré que el PPSI se deprime por L-AP
4 (Figura 3 C), un agonista de los receptores metabotropicos del grupo |l
(mGIuR3) expresados selectivamente en las terminales de las fibras musgosas
[Manzoni et al., 1995]. Esto constituye la primera evidencia de que las fibras
musgosas pueden liberar GABA hacia las células piramidales de CA3 después de

la induccion de crisis convulsivas.

Posteriormente, Lamas et al. [2001] demostro la expresion de ARNm del
transportador vesicular de GABA (VGAT) en el giro dentado, después de la
estimulacién repetitiva de esta estructura y evalud la expresion del ARNm del
transportador en sinaptosomas de fibras musgosas. Sus resultados mostraron un
incremento en la expresion del ARNm de VGAT y su presencia en sinaptosomas
de fibras musgosas de ratas con crisis convulsivas generalizadas inducidas con
PTZ o kindling. Ademas, Ramirez et al. [2001] demostrd que las células granulares
del giro dentado expresan GAD67 después de crisis convulsivas inducidas con el

meétodo de kindling de manera transitoria.

liv. Liberacion de GABA y glutamato de las células granulares durante el
desarrollo.

Gutiérrez et al. [2003] mostré que a los 6 dias postnatales la activacion de las
células granulares evoca un potencial monosinaptico despolarizante en las células
piramidales que es bloqueado parcialmente por antagonistas de los receptores
glutamatérgicos (NBQX y APV) y completamente con bicuculina (antagonista de
receptores GABAérgicos). Sumado a esto, demostro que a los 10 dias postnatales
se puede observar tanto la liberacion de glutamato como la de GABA de las fibras
musgosas hacia las células piramidales de CA3. En el registro intracelular, se

observo la presencia de un PPSE que es bloqueado con NBQX 'y APV, y un PPSI
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monosinaptico que se puede bloquear con bicuculina. Este fenémeno de
co-liberacion de GABA y glutamato de las fibras musgosas se puede observar

hasta los 22-23 dias postnatales (Figura 4).

También se determin6 que la expresion del ARNm de VGAT es detectado a los 6,
10 y 15 dias postnatales y desaparece en el tejido obtenido de ratas adultas. Sin
embargo, puede ser inducido por la activacion de los receptores de kainato y TrKB
de células granulares en cultivo [Gutiérrez et al., 2003]. Un analisis densitométrico
de la relacién del ARNm de VGAT/ARNmM de VGLUT mostré que el BDNF (factor
neurotréfico derivado del cerebro) induce una mayor expresion del ARNm de

VGAT en comparacion con el acido kainico (AK) [Gomez et al., 2005].

& days old 10 days old 20 days ald 25 days old
naormal ACSF nomnal ACSF normal ACSF normal ACSF
gwl 5y ....f 5mv -’\ Srn‘-.l'l
£ ma Sy S0 ms 50 mas
nbgx+apy nbgx+apv nbqx+apy nbgx+apy
'Irn‘fl & mv = T ‘:'ur"'-"."l
&0 o 80 rma —Lv-bﬂ s £

Figura 4. Esquema de PPSI monosinaptico a diferentes dias postnatales (6, 10, 20, 25). Se puede
observar que a los 6 dias el PPSE no es bloqueado con NBQX y APV ademas se muestra que a
los 25 dias el PPSI es bloqueado con NBQX y APV lo cual no se observa a los diez y 20 dias
[Gutiérrez et al., 2003].

Como ya se menciond, durante las primeras semanas de vida las células
granulares expresan un fenotipo dual (GABA/glutamato) que posteriormente se

pierde en ratas adultas, conservandose solo el fenotipo glutamatérgico [Gutiérrez,
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2003]. Ademas, se ha demostrado que este fenotipo dual en las ratas adultas se

puede volver a expresar y es dependiente de la actividad [Gutiérrez, 2002].

l.v. Factores de transcripcioén asociados al fenotipo GABAérgico y Glutamatérgico

Los factores de transcripcion son los responsables de la especificacion de la
identidad neuronal durante el desarrollo celular. La expresién conjunta de algunos
factores de transcripcion pertenecientes a las familias bHLH, homebox, algunos
factores de la familia AP-1, entre otros, resulta en su identidad neuronal [Paina et
al.,, 2011; Ooi y Woos, 2008] (ver tabla 1). Por ejemplo, Prox-1 (factor de
transcripcion de tipo homeobox, homdlogo al gen prospero en Drosophila) se
expresa de manera constitutiva en el linaje de las células granulares del giro
dentado [Pleasure et al., 2000; Roybon et al., 2009]. La eliminacion post-mitética
de Prox-1 genera la pérdida de identidad de las células granulares, ya que induce
la diferenciacién terminal de los progenitores de células de CA3 confiriendo un
fenotipo de célula piramidal, mientras que la sobreexpresion de Prox-1 induce la

diferenciacion terminal hacia células granulares [lwano et al., 2012].

Tabla 1. Factores de transcripcion que determinan la identidad neuronal.

Factores que | Prox1 [Pleasure et al., 2000; Roybon et al., 2009; lwano et al.,
2012].
ND1 [Lee et al., 1995; Pleasure et al., 2000; Bertrand et al.,

2002; Kuwabara et al., 2009].

determinan la
identidad de |las

células granulares

Factores que | TIx1 [Dear et al., 1993; Maconochie et al., 1996; Cheng et al.,
determinan el | 2004]
fenotipo Ngn [Ma et al., 1996; Kim et al., 2011; Pérez et al., 1999; Fode

glutamatérgico

et al., 2000; Parras et al., 2002; Britz et al., 2006; Kovach et al.,
2013; Schuurmans et al., 2004]

Factores que
determinan el

fenotipo GABAérgico

c-Jun [Marek et al, 2010].

Lbx1 [Kriiger et al., 2002; Miller et al., 2002; Cheng et al.,
2004].
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Pax2 [Marichic & Herrup, 1999; Cheng et al., 2004; Guo et al.,
2012; Huang et al; 2008].

Mash1 [Parras et al, 2004; 2007; Casarosa et al., 1999;
Grimaldi et al., 2009].

DIx1 [Kraus y Lufkin, 2006; Paina et al., 2011; Cobos et al,
2005].

Ptf1a [Hoshino et al., 2005; Guo et al., 2012].

Los cambios en la identidad neurotransmisora, asi como la co-liberacion de
diversos neurotransmisores son una caracteristica comun durante el desarrollo del
sistema nervioso y algunas condiciones patoldgicas recrean este fendmeno
[Gutiérrez 2003; 2005; Borondinsky et al., 2014]. Sumado a esto se han identificdo
factores de transcripcion involucrados en la especificacion de la identidad
neurotransmisora. Por ejemplo, en el sistema nervioso central y periférico de
mamiferos se han descrito varios factores de transcripcion que determinan la

identidad de las células glutamatérgicas o GABAérgicas (tabla 1).

Factores de transcripcion implicados en la especificacion del fenotipo

glutamatérgico

Neurogenina 1 (Ngn)

La Ngn1 es un factor de transcripcion esencial para la diferenciacion celular que
se expresa durante el desarrollo embrionario y la especificacion de células

piramidales y granulares en la formacion hipocampal.

La mayor parte de los linajes celulares que expresan Ngn1 son restringidos hacia
el fenotipo glutamatérgico [Kim et al., 2011] y la sobreexpresién de este factor
induce la formacién de células glutamatérgicas (DI2) en la médula espinal [Pérez
et al., 1999].

Las neurogeninas en conjunto con TIx y Pax6 son requeridas para inducir la
especificacion glutamatérgica y para reprimir la expresion de marcadores de
fenotipo GABAérgico [Schuurmans et al., 2004].
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Tlx

Los genes de la familia TIx codifican para homeoproteinas, que se caracterizan
por tener la secuencia homeobox (180 pb) [Dear et al., 1993]. Las homeoproteinas
estan involucradas en procesos como la regulacién del crecimiento y la
diferenciacion celular en el desarrollo de vertebrados, determinacion de la
identidad de segmentos o el sitio de los 6rganos, la identidad celular y la

proliferacion [Maconochie et al., 1996].

Los genes homeobox TIx1 y TIx3 actian como “conmutadores” genéticos que, en
el desarrollo, seleccionan el fenotipo glutamatérgico sobre el GABAérgico en la
meédula espinal de raton. Ademas, TIx3 es requerido para la especificacion de las
neuronas glutamatérgicas y su sobreexpresion es suficiente para suprimir la
diferenciacion GABAérgica. El transportador vesicular de glutamato VGLUT2 no se
expresa en la médula espinal de ratones deficientes en TIx1/3. Por el contrario,
marcadores como Pax2 (factor de transcripcion necesario para la diferenciacion
GABAérgica), GAD65/67 y VGAT se sobreexpresan en estos animales, lo cual
indica que los factores TIx suprimen la diferenciacion GABAérgica [Cheng et al,
2004].

Factores de transcripcion implicados en la especificacion del

fenotipoGABAérgico
Mash1

Mash1 es un factor de transcripcion que se expresa en subgrupos de precursores
neuronales en el sistema nervioso [Lo et al., 1991; Ma et al.,, 1997]. En el
telencéfalo tiene tres funciones principales: promover la proliferacion, inducir el
fenotipo GABAérgico o el de oligodendrocitos [Parras et al., 2004; 2007]. Este
factor es requerido para la produccion de una subpoblacién de neuronas
GABAérgicas en la neocorteza y el cuerpo estriado. La pérdida de Mash1 reduce
drasticamente el numero de interneuronas GABAérgicas corticales y estriales
[Casarosa et al., 1999]. Ademas, se expresa en la médula espinal donde es

requerido para la generacidn de interneuronas [Parras et al., 2004; 2007].
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Dix1

Los genes DIx participan en el desarrollo craneofacial, de extremidades y del SNC
temprano y tardio [Bendall & Abate-Shen, 2000]. En el SNC de mamiferos, se
expresan los genes DIx1/2/5/6 que participan en el control del desarrollo de
neuronas GABAérgicas del prosencéfalo [Kraus & Lufkin, 2006]. Los factores de
transcripcion DIx promueven la diferenciacion de progenitores GABAérgicos del
bulbo olfatorio de raton al regular la expresion de la glicoproteina Wnt5a, la cual
favorece la diferenciacién de interneuronas olfatorias GABAérgicas de manera

exogena [Paina et al., 2011].

DIx1 puede ser activado por Mash1 y al inducir la transcripcion de DIx5/6, éstos
inducen la transcripcidén de la enzima GAD65/67 en cultivos de corteza cerebral de
ratbn en etapa embrionaria [Stuhmer et al., 2002; Schuurmans et al., 2004].
Ratones DIx1/2 -/- pierden la mayoria de las interneuronas GABAérgicas
neocorticales, hipocampales y del bulbo olfatorio debido a defectos en la
maduracion y migracion de neuronas desde la zona subventricular de los ganglios
basales al telencéfalo basal [Potter et al., 2009]. Ademas, Cobos et al. [2005]
demostraron que ratones adultos DIx1-/- desarrollan una pérdida selectiva de las
interneuronas GABAérgicas que expresan calretinina, neuropéptido Y vy

somatostatina en la corteza cerebral.

Lbx1

Los genes Lbx tienen funciones esenciales durante el desarrollo, incluyendo la
especificacion neural y del mesodermo. Se han identificado dos genes, Lbx1 y
Lbx2, que participan en el desarrollo del musculo y el SNC (en el ratén y en el
humano). Lbx1 es un miembro de la familia de genes Ladybird-like homeobox y es
homologo al gen en Drosophila ladybird [Jagla et al., 1995; Dietrich et al., 1998]. El
gen Lbx1 humano codifica para una proteina de 280 aminoacidos que muestra
94% de identidad con la proteina en raton [Jagla et al., 1995]. Durante la etapa
embrionaria temprana, Lbx1 es requerido para la especificacion de diversas
poblaciones de interneuronas GABAérgicas de la médula espinal dorsal, asi como

para el cierre del tubo neural [Kruger et al., 2002]. En etapas tardias de la
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neurogénesis, la expresién de Lbx1 en la region dorsal de la médula espinal,
determina la diferenciacion neuronal GABAérgica en un subgrupo de neuronas

post-mitéticas conocidas como clase B. [Muller et al., 2002].

Cheng et al. [2005] demostraron que el gen homeobox Lbx1 determina el destino
celular GABAérgico en la médula espinal dorsal en la etapa embrionaria temprana
del raton. En animales que no expresan Lbx1, las neuronas que debieran ser
GABAérgicas son glutamatérgicas, mientras que al sobreexpresar este factor, las

células adquieren el fenotipo neurotransmisor GABAérgico.

Se ha mostrado que el factor de transcripcion TIx antagoniza el efecto de la
expresion de Lbx1, lo que dirige la diferenciacion celular hacia la formacion de

neuronas glutamatérgicas [Cheng et al., 2005].
Pax2

Se ha identificado en mamiferos un total de nueve genes Pax, que conservan una
secuencia de 384 pares de bases. Los genes Pax son proto-oncogenes y su
desregulacion contribuye a la formacién de tumores [Stuart et al., 1994]. Pax2 es
requerido para regular la sobrevivencia celular y la morfogénesis de los tejidos en
desarrollo [Fletcher et al., 2005]. Se expresa en neuronas GABAérgicas del
cerebelo durante el desarrollo [Marichic & Herrup, 1999], y en la region dorsal de
la médula espinal [Cheng et al., 2004; Guo et al., 2012]. Huang et al. [2008]
encontraron que la expresion ectéopica de Pax2, ademas de promover la
diferenciacion GABAérgica en médula espinal de pollo, incrementa la expresién de
la enzima GADG7.

Ademas, Cheng et al. [2004] reportaron una eliminacién casi completa de la
expresion de GADG67 en el cuerno dorsal de la médula espinal de ratones Pax2 -/-
, asi como una reduccion de los marcadores GABAérgicos GAD65 y VGAT, pero
no una modificacion del marcador glutamatérgico VGLUT1, lo cual podria indicar
que este factor regula la especificacion del fenotipo GABAérgico. Estos autores
también reportaron que Pax2 puede ser reprimido por el factor Tlx, lo cual induce

la expresion del fenotipo glutamatérgico.
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c-Jun

c-Jun pertenece a la familia de factores de transcripcion AP-1, que son regulados
por multiples sefales incluyendo citosinas, factores de crecimiento, hormonas

polipeptidicas y estimulos como estrés fisico y quimico.

c-Jun participa en la diferenciacion neuronal y la sobrevivencia durante el
desarrollo embrionario y postnatal [Mellstrom et al., 1991] La expresién de c-Jun
incrementa durante las convulsiones, la adiccién, el dolor y en eventos de
potenciacion y depresiéon a largo plazo, asi como en la formacion de memorias
[Herdegen et al., 1991] Tras la actividad convulsiva, la fosforilacién de c-Jun
incrementa y una vez que es fosforilado, induce la transcripcion de sus genes
blanco [Hagemann & Blank, 2001].

Marek, et al. [2010] encontraron que en neuronas de la médula espinal de
Xenopus tropicalis en desarrollo, c-Jun fosforilado, se une a una variante de la
region consenso CRE vy reprime la transcripcion de TIx1/3 cuando hay un
incremento de actividad neuronal; esto se asocia a un incremento del niumero de

células que expresan marcadores de fenotipo GABAérgico.

Los mecanismos moleculares que controlan el cambio de fenotipo de las células
granulares no se conocen; sin embargo, en un trabajo previo del laboratorio se
observaron cambios en la expresion de factores de transcripcion asociados a la
identidad de los fenotipos GABAérgico o glutamatérgico [Franco; 2016]. En este
trabajo se obtuvo el ARNm del giro dentado de ratas de diferentes edades, y se
observé que durante el desarrollo y después de inducir crisis convulsivas los

factores TLx1, Lbx1 y Pax2 modifican su expresion significativamente.

El ARNm del factor de transcripcion TIx1 disminuye a lo largo del desarrollo, y la
induccion de crisis convulsivas produce una disminucion significativa con respecto
a su control. Mientras que Lbx1 y Pax2 disminuyen su expresion a lo largo del
desarrollo en el giro dentado, la incrementan después de la induccion de crisis
convulsivas en el adulto [Franco; 2016]. Aunque estos resultados sugieren que

TIx1, Lbx1 y Pax2 estan asociados con los cambios en el fenotipo de las células
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granulares, en dichos ensayos se utilizaron preparaciones del giro dentado, que
contenian tanto células granulares como interneuronas y axones de otros tipos

celulares.

Il. Justificacion

Previamente se hizo la observacién, en nuestro laboratorio, que los factores TIx1
(que determina el fenotipo glutamatérgico), Lbx1 y Pax2 (que determinan el
fenotipo GABAérgico) estan expresados en el GD disectado del hipocampo. Sin
embargo, el GD disectado contiene, adicionalmente a las células granulares,

varios tipos de interneuronas. Por ello es necesario determinar en células
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granulares identificadas, los factores de transcripcibn que expresan en
condiciones control, cuando son glutamatérgicas, y cuando se induce la expresion
de la enzima GADG67, que es un marcador del fenotipo GABAérgico. Por ello, en
este trabajo determinamos la expresion de los factores de transcripcion TIx1, Lbx1
y Pax2, mediante RT-PCR de célula unica e inmunofluorescencia, en células

granulares cultivadas vy fisiolégicamente caracterizadas.

[ll. Hipotesis

Las células granulares glutamatérgicas en cultivo expresan exclusivamente TIx1,

el factor de transcripcion asociado a la expresién del fenotipo glutamatérgico.

La exposicion de células granulares glutamatérgicas en cultivo a acido kainico

induce la expresion de factores de transcripcion de los que depende la expresion
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del fenotipo GABAérgico (Lbx1 y Pax2) y de la GADG67 (enzima caracteristica del
fenotipo GABAérgico).

IV. Objetivos

Analizar la expresion de la enzima GAD67 en células granulares en cultivo, en

respuesta a tratamiento con acido kainico.

Analizar mediante la técnica de RT-PCR de célula unica, la expresion de ARNm de

TIx1, Lbx1 y Pax2 en las células granulares maduras en cultivo.
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Analizar mediante inmunofluorescencia la expresion de las proteinas TIx1, Lbx1 y

Pax2 en las células granulares en respuesta al tratamiento con acido kainico

V. Materiales y métodos

V.i Cultivo Celular.

Los cultivos de células hipocampales se realizaron como fue descrito por Osorio et

al. [2013]. Se realizé la diseccidn del giro dentado de ratas transgénicas de la cepa
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Sprague-Dawley GFP+ que (expresa la proteina verde fluorescente [GFP] de
forma constitutiva) de 1 a 3 dias de edad y de la zona CA3 de ratas nativas de la
cepa Sprague-Dawley. El tejido se colocd en una caja de Petri con solucion salina
balanceada de Hank (SSBH). El tejido se incubd en papaina al 0.1% en SSBH a
37°C durante 10 minutos y posteriormente se realizaron lavados con SSBH. El
tejido se trituré6 suavemente en medio de cultivo (mediante pipeteo) hasta obtener
células disociadas y estas se filtraron con una malla de Nylon de 40 ym. Se coloco
una gota de la suspension celular filtrada en un cubreobjetos de vidrio de 10 x 10
mm? pretratados con Matrigel (0.1 mg/mL, BDbiosciences). Los cubreobjetos se
colocaron en una caja de Petri y se incubaron en carbogeno (95% oxigeno y 5%
de dioxido de carbono) durante 2 horas a 37°C. Se agregé 2 mL del medio de
cultivo (medio minimo esencial de Eagle suplementado con 100 pg/ml de
transferrina humana; 25 pg/ml de insulina; 2 mM glutamax; suero fetal bovino al
10%; todo lo anterior de Gibco) y 24 horas después se disminuy6 la concentracién
de suero fetal bovino al 5% y se adicioné citosina-p-arabinofurandsido (4 uM,
Sigma) y el suplemento B27 al 2% (Gibco). Se cambié la mitad del medio de

cultivo dos veces por semana.

V. ii Electrofisiologia.

Las células en cultivo maduras (21 dias in vitro) se colocaron en un microscopio
invertido y se registraron con la técnica de patch clamp en la configuracion de
célula completa. Durante el registro se mantuvo un flujo constante de solucién
extracelular (120 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 2 mM de MgCl, 3 mM CacCl,, 0.8
mM NaH,PO,, 26 mM NaHCO; y 10 mM de glucosa) filtrada con una membrana
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de 0.22 ym (MILLEX GV Filter Unit; SLGVV255F) y saturada con carbdgeno. Se
utilizaron pipetas de borosilicato (1.0 mm de diametro interno, World precision
Instruments, Sarasota, FL) pretratadas con Sigmacote (SIGMA; SL2) , con una
resistencia de 3.5 a 5 MQ (Puller Flaming-Brown P-97; Sutter Instrument
Company, Novato, CA). Estas fueron llenadas con solucién intracelular estéril (120
mM de Gluconato de potasio, 20 mM de KCI, 10 mM de HEPES, 0.5 mM de
EGTA, 0.5 mM de Na-GTP y 2 mM de Na,-ATP) a pH de 7.2 [Osorio et al., 2013].

V.iii Tratamiento de las células granulares in vitro.

Los cultivos celulares fueron expuestos por 30 minutos a acido kainico (5 uM,
Sigma) y una vez transcurrido el tiempo se retir6 el tratamiento y se les coloco
medio de cultivo. Los cultivos se mantuvieron en la incubadora durante el
tratamiento y por 3 horas adicionales después de su exposicion al tratamiento
[Gomez-Lira et al., 2005]

V.iv RT-PCR de célula unica.

El contenido citosdlico de las células registradas fue extraido aplicando presion
negativa en la pipeta de registro y fue colocado en un tubo de PCR con inhibidor
de RNAsa (/nvitrogen). Se agreg6 al tubo 10 uL de Buffer 5X (One-Step RT-PCR
kit Quiagen), 2uL dNTP’s 10mM (One-Step RT-PCR kit Quiagen), 50pmol de cada
oligonucledtido (previamente descritos, para amplificar los ARN seleccionados;
tabla 2), 1 pL de inhibidor de RNAsa (Invitrogen) y 3 pyL de la mezcla de la

transcriptasa reversa (Omniscript), transcriptasa reversa (Sensiscript) y la
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HotStarTAq ADN polimerasa ((One-Step RT-PCR kit Quiagen), en un volumen final
de 50 pL.

Tabla 2. Oligonucledétidos

Gen Oligonucleotido Producto | T Fuente de | No. de acceso
Sentido anti-sentido (pb) §°C secuencia

Prox1 TCTTAAGCCGGCAAACAAGAGGA TTGCTCCTGGAAAAGGCATCATGG 246 61 Pleasure NM_001107201.1
etal.,
2000

TIx1 TGCCGGGTGTCAACAACCTC AGCCCTCAATTGGGCTTGGG 529 57 Franco, NM_001109166.1
2016

Lbx1 GGACATCCTCAACAAGCCGT AGGTGATGACCTGTGCGTTG 398 61 Disefiado NM_001047108.1

Pax2 | CAACGGTGAGAAGAGGAAACGAG | GGGGAACTTAGTAAGGCGGGG 596 63 | Franco, NM_001106361.1
2016

La reaccién se realizé en un termociclador (PCR express; Hybaid Limited) con el
siguiente perfil de temperaturas 30 minutos a 50 °C; 15 minutos a 95 °C; 30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 52 °C, 1 minuto a 72 °C (40 ciclos de PCR) y

finalmente 10 minutos a 72 °C.

Los controles utilizados fueron los siguientes
1. Control positivo:

Se utilizd ARN total de tejido hipocampal (ratas Sprague-Dawley de 3 dias de
edad) para realizar RT-PCR de cada uno de los factores de transcripcion

seleccionados (tabla 1).

2. Control negativo:

Se realizo6 RT-PCR en las condiciones ya mencionadas, pero sin ARN, en su lugar

se colocaron 10 uL de agua libre de endonucleasas.
3.  Control positivo para células granulares

Se realiz6 RT-PCR de célula unica del factor de transcripcién Prox1 para
identificar a las células granulares, utilizando los oligonucleétidos mostrados en la
tabla 1.
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V.v. Inmunofluorescencia

Los factores de transcripcion fueron identificados mediante inmunofluorescencia
en cultivo celular y tejido hipocampal. Las células granulares se identificaron
mediante la expresion de Prox1 y las interneuronas mediante la expresion de
GADG67.

Los cultivos fueron fijados con paraformaldehido al 4% en PBS. Los anticuerpos
primarios (monoclonal Anti-Prox1 [Sigma, P0089; 1:500], policlonal Anti-TIx1
[GeneTex, GTX85867; 1:250], policlonal Anti-Lbx1 [GeneTex, GTX60163; 1:250],
monoclonal Anti-Pax2 [Abcam, ab79389; 1:250] y Anti-GAD67 [Chemicon,
AB5082; 1:250]) se incubaron con TBSr (50Mm Tris-HCI pH 7.4 [Research
organics, 9680T] + 1.5% NaCl + 6.3% Triton [Sigma, X-100]); Suero de caballo
(5%) y BSA (Sigma; A9539; 5%)a temperatura ambiente durante toda la noche.
Los anticuerpos secundarios (anti-Rabbit 568 [SAB4600084; Sigma] y anti-mouse
dylight 488 [A11126; Thermo Fisher]) se incubaron 1:250 durante dos horas a
temperatura ambiente. Los cultivos son montados con Vectashiel y DAPI. Las

preparaciones fueron analizadas en un microscopio confocal.

En el caso del tejido, se sacrificaron ratas Sprague-Dawley GFP+ de 21 dias de
edad, se disectd el hipocampo y se realizaron rebanadas de 25 uym vy
posteriormente se realizd la inmunofluorescencia utilizando la metodologia

mencionada.

VI. Resultados

VLi. Caracterizacion electrofisiolégica de células granulares en cultivo.

Con el propésito de identificar los tipos celulares presentes en el cultivo celular se

realizaron registros electrofisiolégicos en donde se identificaron tres tipos
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celulares: células granulares, interneuronas y células piramidales, con
caracteristicas fisioldgicas similares a las descritas previamente [Osorio y col.,
2013]. Las células granulares (n=30) presentaron un potencial de membrana en
reposo de -71.2 + 1.2 mV y su resistencia de entrada fue de 501 + 7.1 MQ. Su
potencial de accién tuvo una amplitud de 69.9 £ 5.4 mV y una duracién media de
2.4 + 0.08 ms (figura 5). Las células piramidales (n=10) presentaron un potencial
de membrana en reposo de -68.4 + 0.5 mV y su resistencia de entrada fue de
293.3 £ 6.7 MQ. Su potencial de accién tuvo una amplitud de 71.8 £+ 7 mV y una
duracion media de 2.5 £ 0.2 ms (figura 5). Por otro lado, las interneuronas (n=17)
presentaron un potencial de membrana en reposo de -68.4 + 0.9 mV y su
resistencia de entrada fue de 344.5 £ 60.7 MQ. Su potencial de accién tuvo una
amplitud de 65.7 £ 5.6 mV y una duraciéon media de 2.3 £ 0.3 ms. En la figura 5 se
puede observar el patron de disparo de una célula granular, de una célula
piramidal y de una interneurona. Cada célula presenta un patrén de disparo

diferente, lo que permite identificarlas electrofisiologicamente.
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Figura . Registro electrofisiologico de patch clamp en la configuracion de celula completa de una

celula granular, piramidal y una interneurona.
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VL.ii. Expresién de factores de transcripcion en células granulares en cultivo.

Las células granulares son las unicas células del cultivo que expresan Prox1.

Con la finalidad de identificar a las células granulares mediante técnicas de
biologia molecular, se realiz6 RT-PCR de célula unica de células granulares,
piramidales e interneuronas (en condiciones control) para el factor de transcripcion
Prox1(factor de transcripcidn constitutivo en las células granulares [Pleasure et al.,
2000; Roybon et al., 2009; Ilwano et al., 2012]). En la figura 6 se observa la
expresion de Prox1 unicamente en las células granulares (n=3) por lo tanto, este

factor se utiliz6 como marcador positivo de de este tipo celular.

1 2 3 4 5 6
MPM Control {-) | CP CG

300 pb

- Prox1 (246 pb)
100 pb

También se analizd la presencia de la proteina Prox1 mediante

inmunofluorescencia y se determiné que el 52.7% £ 4.6 (s.e.m) de las células en el

cultivo celular expresaban ese marcador (n=3 figura 7).
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Figura 7. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion Prox7. A) Expresion de Prox1 en cultivo
celular (azul, DAPI; verde, Prox1).B) Expresion del factor de transcripcion Prox1 (color verde) en
todo el giro dentado (en las células granulares) en rebanada de tejido hipocampal. Se observa que

las células granulares en cultivo expresan la proteina Prox1 en el nucleo de la célula (n=3).

El ARNm de los factores de transcripcion TIx1, Lbx1 y Pax2 esta presente en las

células granulares.

Como primer paso se realizd RT-PCR de célula unica para los factores de
transcripcion TIx1, Lbx1 y Pax2 de células granulares (en condiciones control) y se
observo que expresan el ARNm de los tres factores de transcripcion (figura 8;
n=3).
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Figura 8. Expresién de los factores de transcripcion Tix1, Lbx1y Pax2 en células granulares. Se
muestran geles de agarosa al 1.5% A) Marcador de peso molecular (MPM; pb), el control positivo
del factor de transcripcion TIx1 (RT-PCR de ARN total de tejido hipocampal), el control negativo (-)
y una célula Granular (CG; n=3). B) MPM (pb), el control positivo del factor de transcripcién Lbx1
(RT-PCR de ARN total de tejido hipocampal) y una célula Granular (CG; n=3). C) MPM (pb), el
control positivo del factor de transcripcion Pax2 (RT-PCR de ARN total de tejido hipocampal), el

control negativo (-) y una célula Granular (CG; n=3). Este resultado muestra la presencia del

ARNmMm de los tres factores de transcripcion en las células granulares.

El tratamiento con AK incrementa el nimero de células granulares en cultivo que
expresan la enzima GADG7.

Mediante experimentos de inmunofluorescencia, analizamos la expresion de la
enzima GADG67, que solo se expresa en las células que liberan GABA, después de
la exposicién del cultivo a AK mientras que las células granulares fueron
identificadas por la expresién de Prox1. El 4.8% de las células granulares en

cultivo, en condiciones control, expresa la enzima GADG67. Después de la
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exposicion a AK, el 33.1% de las células granulares coexpresaron Prox1y GAD67
(figura 9; n=3).

A}

Frox1 Empalme

B)
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@© +
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z 100 218 196
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0
Control AK

Figura 9. Inmunofluorescencia del cultivo celular para Prox1 y GAD67. A) Expresion de GAD67
(color rosa) y Prox1 (color rojo) en células en condiciones control y en células después del

tratamiento con AK. B) Grafica del numero de células granulares (Prox1+) que expresan la enzima
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GADG67 en condiciones control y después del tratamiento con AK. Se observa un incremento en el

numero de células granulares (Prox1+) positivas a GAD67, después del tratamiento con AK (n=3).

Las células granulares expresan la proteina TIx1 en el cultivo después del
tratamiento con AK.

Analizamos la expresion de la proteina TIx1, que se asocia a la expresion del
fenotipo glutamatérgico, en las células granulares del cultivo celular en
condiciones basales y después del tratamiento con AK. La expresién de la
proteina fue observada en todas las células granulares del cultivo, en condiciones
control (n=3) y después del tratamiento con AK (n=3) también es importante
mencionar que la expresion de dicho factor fue observada en toda la célula.
Ademas, se observo que 52 de 178 células que no son granulares en el cultivo

control, expresan la proteina TIx1 (en toda la célula, n=3; figura 10).
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Figura 10. Inmunofluorescencia de cultivo celular para el factor de transcripcion TIx1. A.
Inmunofluorescencia de cultivo celular del factor de transcripciéon TIx1 en condiciones control.
Expresion de TIx1 en dos imagenes de cultivo celular en condiciones control (azul, DAPI; verde,
Prox1 (marcador de células granulares); rojo, TIx1). B. Expresién de TIx1 en cultivo celular tratado
con AK (azul, DAPI; verde, Prox1; rojo, TIx1). Las células granulares expresan la proteina TIx1 en

condiciones control y después del tratamiento con AK.
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Las células granulares expresan la proteina Lbx1 en cultivo después del
tratamiento con AK.

Mediante inmunofluorescencia se observoé la expresidon de la proteina Lbx1, que se
asocia a la expresion del fenotipo GABAérgico, en las células granulares
(identificadas por la expresion del factor de transcripcion Prox1). Se observé que
la proteina Lbx1 se expresa en todas las células granulares, en condiciones
control (n=3), y después del tratamiento con AK (n=3); ademas la expresién del
factor de transcripcion es en toda la célula. También, se observé que 53 de 168

células, que no son granulares, expresan la proteina Lbx1 (n=3; figura 11).
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Figura 11. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion Lbx1. A) Inmunofluorescencia de la
proteina Lbx1 en cultivos control (azul, DAPI; verde, prox1; rojo, Lbx1). B) Inmunofluorescencia de
la proteina Lbx1 de cultivos tratados con AK, (azul, DAPI; verde, Prox1; rojo, Lbx1). Las células

granulares expresan la proteina Lbx1 en condiciones control y después del tratamiento con AK.
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Las células granulares expresan la proteina Pax2 en cultivo después del
tratamiento con AK.

Se realizé inmunofluorescencia para identificar la proteina Pax2, que se asocia al
fenotipo GABAérgico, en células granulares (identificadas por la expresion del
factor de transcripcion Prox1) del cultivo. Se observé que en todas las células
granulares expresan el factor de transcripcion Pax2, en condiciones control (n=3),
y después del tratamiento con AK. Ademas, se pudo ver que las células, que no
son células granulares, expresan la proteina Pax2 y que este factor de

transcripcion se expresa unicamente en los nucleolos. (n=3; figura 12).
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Figura 12. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion Pax2. A) Inmunofluorescencia de la
proteina Pax2 de cultivo en condiciones control (azul, DAPI; verde, Prox1; rojo, Pax2). B)
Inmunofluorescencia de la proteina Lbx1 de células tratadas con AK en cultivo (azul, DAPI; verde,
Prox1; rojo, Pax2). Se puede ver que las células granulares expresan la proteina Pax2 en
condiciones control y después del tratamiento con AK. La expresién de la proteina Pax2, en las
células granulares (positivas a Prox1), es en toda la célula y en las células no granulares (que son

positivas al factor de transcripcién Pax2) se expresa unicamente en los nucleolos.
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Las interneuronas del cultivo expresan los factores de transcripcion TiIx1, Lbx1 y
Pax2.

Con la finalidad de identificar la expresiéon de los factores de transcripcion en una
célula que presenta solo un fenotipo, como son las interneuronas (que expresan el
fenotipo GABAérgico), se realizd inmunofluorescencia doble para GADG67-TIx1,
GADG67-Lbx1 'y GAD67-Pax2. Se observd que todas las interneuronas
(identificadas por la expresién de la enzima GADG7) expresan la proteina TIx1
(proteina asociada al fenotipo glutamatérgico), 10 de 10 interneuronas expresan la
proteina Lbx1 (proteina asociada al fenotipo GABAérgico) y que 12 de 12
interneuronas expresan la proteina Pax2 (proteina asociada al fenotipo
GABAérgico) (n=3; figura 13).
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20 pm

20 pm

Figura 13.Inmunofluorescencia de GAD67/TIx1, GAD67/Lbx1 y GAD67/Pax2. A
Inmunofluorescencia de la proteina TIx1 en interneuronas (identificadas por la expresion de
GADG67) del cultivo celular, donde el color verde es GAD67 y en rojo el factor de
transcripcion TIx1. Se puede observar que la expresion de la proteina TIx1 es en toda la
célula. B) Inmunofluorescencia de la proteina Lbx1 en interneuronas (identificadas por la
expresion de GADG67) del cultivo celular(verde, GAD67; rojo, Lbx1). La expresion de la
proteina Lbx1 es en toda la célula. C) Inmunofluorescencia de la proteina Pax2 en
interneuronas (identificadas por la expresion de GADG7) del cultivo celular (verde, GAD67;
rojo, Pax2). La expresion de la proteina Pax2 es uUnicamente en los nucleolos. Este
resultado muestra que las interneuronas del cultivo expresan los tres factores de
transcripcion (TIx1, Lbx1 y Pax2). También se puede ver que las interneuronas expresan

las proteinas TIx1 y Lbx1 en toda la célula y la proteina Pax2 en los nucleolos.
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VL.iii. Expresién de los factores de transcripcién en rebanadas del
hipocampo

Con la finalidad de determinar que la expresion de los factores de transcripcion no
depende del modelo (células granulares en cultivo), se realizd

inmunofluorescencia en tejido hipocampal.

Las células granulares del giro dentado expresan la proteina TIx1.

Mediante experimentos de inmunofluorescencia en tejido hipocampal para el factor
de transcripcion TIx1 (factor de transcripcion asociado al fenotipo glutamatérgico),
se observo que todas las células granulares del giro dentado expresan la proteina
TIx1 (n=3). Ademas, se observd que las células de la region de CA3 (en la capa

piramidal) también la expresan (figura 14).
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A) Giro dentado A) CA3

20 pm

Empalme

Figura 14. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion TIx1 de tejido hipocampal. A)
Inmunofluorescencia de la proteina TIx1 del giro dentado (hilus, H; stratum granulare, SG; stratum
moleculare, SM) en condiciones control (verde, Prox1; rojo, TIx1). B) Inmunofluorescencia de la
proteina TIx1 de la region de CA3 en la capa piramidal (cp; verde, GAD67; azul, DAPI; rojo, TIx1).
Se puede observar que la expresion de la proteina TIx1, en ambas regiones (giro dentado y CA3),

es en toda la célula.

Las interneuronas de la capa Piramidal expresan TIx1.

Con la finalidad de observar si las interneuronas en el tejido hipocampal expresan
la proteina TIx1, como se observd en el cultivo, se realizé inmunofluorescencia
para GADG7-TIx1. Se observo que las interneuronas de la regién de CA3 de la

capa piramidal expresan la proteina TIx1 (n=3; figura 14).
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Las células granulares del giro dentado expresan la proteina Lbx1 unicamente en
el citoplasma.

Mediante inmunofluorescencia de tejido hipocampal para el factor de transcripcion
Lbx1 (factor asociado al fenotipo GABAérgico), se observd que todas las células
granulares del giro dentado expresan la proteina Lbx1. Ademas, se observo que
todas las células de la capa piramidal de la regién de CA3 expresan la proteina
Lbx1(n=3; figura 15).

A) Giro dentado

20 [y

Empalme 3

Empalme 20 pm

Figura 15. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion Lbx1 de tejido hipocampal. A)
Inmunofluorescencia de la proteina Lbx1 del giro dentado (hilus, H; stratum granulare, SG; stratum
moleculare, SM) en condiciones control (verde, Prox1; rojo, Lbx1). B) Inmunofluorescencia de la
proteina Lbx1 de la regién de CAS3 (cp; azul, DAPI; rojo, Lbx1). Se puede observar que la expresion

de la proteina TIx1, en ambas regiones (giro dentado y CA3), es unicamente en el citoplasma.
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Las células granulares del giro dentado expresan la proteina Pax2 unicamente en
los nucleolos.

Determinamos la expresion del factor de transcripcidn Pax2, el cual esta asociado
al fenotipo GABAérgico, en el tejido hipocampal. Se observo que la proteina Pax2
se expresa en las células granulares del giro dentado, pero unicamente en los
nucleolos, a diferencia de las células en el cultivo celular (donde se expresa en

toda la célula; n=3; figura 16).

A) Giro dentado A) CA3

Empalme Empalme

20 pm

Figura 16. Inmunofluorescencia del factor de transcripcion Pax2 de tejido hipocampal. A)
Inmunofluorescencia de la proteina Pax2 del giro dentado (hilus, H; stratum granulare, SG; stratum
moleculare, SM) en condiciones control (verde, Prox1; rojo, Pax2). B) Inmunofluorescencia de
GADG67/Pax2 de la region de CA3 de la (cp; verde, GADG7; rojo, Pax2). Se puede observar que las
células granulares del giro dentado y las interneuronas de la capa piramidal expresan la proteina

Pax2 en los nucleolos.
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Las interneuronas de la capa piramidal de la region de CA3 del hipocampo
expresan la proteina Pax2.

Mediante inmunofluorescencia de GADG67-Pax2, determinamos que Ilas
interneuronas de la capa piramidal de la region de CA3 (identificadas por la

expresion de GADG67) expresan la proteina Pax2(n=3; figura 16).

V.iv. Resumen de resultados

Los resultados obtenidos en este trabajo se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Resumen de resultados

Cultivo Celular Lugar de expresion | Tejido Lugar de expresion
del factor de | hipocampal del factor de
transcripcion transcripcion

Tl [ Células En toda la célula GD (células | En toda la célula
x | Granulares granulares)
1 Interneuronas En toda la célula CA3 En toda la célula

(Interneuronas)

L Células En toda la célula GD (Células | En el citoplasma
b Granulares granulares)

X Interneuronas En toda la célula Células del CA3 | En el citoplasma
1

P | Células En toda la célula GD (Células | En los nucleolos
a Granulares granulares)

X Interneuronas En los nucleolos CA3 En los nucleolos
2 (Interneuronas)
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VI. Discusion

Con el propodsito de identificar los factores de transcripcion que se asocian al
cambio de fenotipo de las células granulares hipocampales se analizo la expresion
de los factores de trascripcion TIx1, asociado a la especificacion del fenotipo
glutamatérgico [Dear et al., 1993; Maconochie et al., 1996; Cheng et al., 2004],
Lbx1 y Pax2 asociados a la especificacion del fenotipo GABAérgico [Kruger et al.,
2002; Mdller et al., 2002; Cheng et al., 2004; Marichic & Herrup, 1999; Cheng et
al., 2004; Guo et al., 2012; Huang et al; 2008] en células granulares de hipocampo

en cultivo celular.

El analisis de dichos factores fue basado en un trabajo previo del laboratorio
donde se observdo que el ARNm del factor de transcripcion TIx1 disminuye
después de la induccion de crisis convulsivas mientras que Lbx1 y Pax2
incrementan su expresion en el giro dentado [Franco; 2016]. Sin embargo, estos
estudios fueron realizados en el giro dentado disectado, por lo que, ademas de
contener células granulares, contiene otros tipos celulares, como una diversidad
de interneuronas, lo que impide aseverar que estos factores de transcripciéon se
encuentran en las células granulares. Debido a esto, en este trabajo se determino
la expresion de dichos factores en células granulares, identificadas
electrofisiolégicamente y por la expresiéon del factor de transcripcion Prox1,

mediante RT-PCR de célula Unica e inmunofluorescencia.

Los resultados de este trabajo muestran que las células granulares son las unicas
células en el cultivo que expresan el factor de transcripcidn Prox1, que ha sido
demostrado ser constitutivo en este tipo celular [Pleasure et al., 2000; Roybon et
al., 2009; Iwano et al., 2012]. Debido a la exclusividad en la expresion de Prox1

usamos su deteccion para identificar células granulares en el cultivo celular.

En este trabajo, mediante RT-PCR de célula unica, se determind que las células
granulares expresan ARNm de los factores de transcripciéon TIx1, Lbx1 y Pax2 en

condiciones basales (figura 8). Después de esta determinacion realizamos
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experimentos de inmunofluorescencia para GAD67 y Prox1, con la finalidad de
observar la expresion del fenotipo GABAérgico después del tratamiento con AK.
En este estudio observamos un incremento en el numero de células granulares
que expresan la proteina GADG7 (figura 9). Esto concuerda con el resultado
obtenido por Gomez et al [2005], donde se observd que el tratamiento con AK
produce la expresion de VGAT en células granulares y un incremento en el

numero de células granulares que expresan la enzima GADG67.

Una vez que se identifico la expresién de la enzima GAD67 en las células
granulares se prosiguio a evaluar la expresion de las proteinas TIx1, Lbx1 y Pax2
en el cultivo celular en condiciones control y después del tratamiento con AK. Se
observd que el factor de trascripcion TIx1 (factor asociado al fenotipo
glutamatérgico [Dear et al., 1993; Maconochie et al., 1996]) se expresa en las
células granulares del cultivo celular en condiciones basales y después del
tratamiento con AK (figura 10). Este resultado era esperado ya que estas células
expresan el fenotipo glutamatérgico en condiciones control y después del

tratamiento con AK.

Respecto a los factores de transcripcion Lbx1 y Pax2 (asociados al fenotipo
GABAérgico [Jagla et al., 1995; Dietrich et al., 1998; Kruger et al., 2002; Muller et
al., 2002; Cheng et al., 2005]) se observd que se expresan en células granulares
del cultivo tanto en condiciones control como después del tratamiento con AK
(figura 11 y 12). Este resultado indica que estos factores no son privativos del
fenotipo GABAérgico ya que se expresaron en condiciones control cuando las

células granulares presentan un fenotipo glutamatérgico.

Se realizé inmunofluorescencia de GAD67/TIx1, GAD67/Lbx1 y GAD67/Pax2, con
la finalidad de observar la expresion de estos factores de trascripcidn en células
que soélo expresan el fenotipo GABAérgico. Esto mostré que las interneuronas
(GADG67 positivas) expresan los tres factores de transcripcion (TIx1, Lbx1 y Pax2;
figura 13), lo que indica que estos factores de transcripcion no pueden asociarse a
un fenotipo (ya sea glutamatérgico o GABAérgico) en el cultivo celular ya que,

tanto las células granulares (células glutamatérgicas en condiciones control) como
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las interneuronas (células GABAérgicas) expresan los tres factores de

transcripcion.

Finalmente, se analizd la expresion de los factores de transcripcion Tix1, Lbx1 y
Pax2 en tejido hipocampal con la finalidad de determinar si la expresion de los
factores de transcripcién en el tejido es diferente a la observada en cultivo celular
y poder descartar que el modelo de estudio afecta la expresién de los factores de

transcrpcion estudiados.

La inmunofluorescencia de TIx1 mostré que las células granulares del giro dentado
expresan la proteina TIx1 en toda su extensidén y que ésta también se expresa en

células de la regién de CA3 de la capa de cuerpos piramidales (figura 14).

En cuanto al factor de transcripcion Lbx1, mediante inmunofluorescencia, se
observd que se expresa en las células granulares del giro dentado, pero
unicamente en el citoplasma. Este resultado sugiere que esta proteina pudiera
tener una funcion diferente a la de factor de transcripcion puesto que no se
encuentra en el nucleo de la célula donde ejercen su funcién de factor de
transcripcion. Ademas, se observo que esta proteina se encuentra presente en
todas las células de la capa piramidal (en la region de CA3), en donde se
encuentran interneuronas GABAérgicas y células piramidales (células
glutamatérgicas) pero al igual que en el giro dentado la expresion es Unicamente
en el citoplasma. Este resultado muestra que esta proteina pudiera tener una
funcién diferente a la de factor de transcripcion y no se le puede asociar a ningun

fenotipo (ni glutamatérgico ni GABAérgico).

Con respecto a (Pax2), mediante inmunofluorescencia, se determiné que se
expresa en las células granulares del giro dentado., a diferencia del cultivo celular,
se detectd unicamente en los nucleolos por lo que se requiere hacer otros
experimentos para determinar si pudiera estar o no asociado a la determinacion de
un fenotipo en particular en las células granulares. De igual manera se realiz6
inmunofluorescencia del factor Pax2 para la region de CA3 y se observo que las
interneuronas de la capa piramidal expresan el factor de transcripcion, pero al

igual que las células granulares su expresion es en los nucleolos.
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Los resultados obtenidos en el tejido hipocampal muestran que estos factores
pudieran tener una funcién diferente a la asociacion o determinacion de algun

fenotipo, ya sea glutamatérgico o GABAérgico.

Reportes anteriores sobre TIx1 mencionan que este factor de transcripcion actua
en el desarrollo seleccionando el fenotipo glutamatérgico sobre el GABAérgico en
la médula espinal de ratén [Cheng et al, 2004]. Con base en esto y otros
antecedentes [Dear et al., 1993; Maconochie et al., 1996; Cheng et al, 2005] se
esperaba que, en nuestro estudio, TIx1 estuviera asociado al fenotipo
glutamatérgico. Sin embargo, en este proyecto se observé que en el hipocampo
(giro dentado y la capa piramidal de la region CA3) y en células del hipocampo en
el cultivo celular, TIx1 es expresado tanto en células glutamatérgicas (células

granulares en condiciones control) como en células GABAérgicas (interneuronas).

En cuanto a los factores Lbx1 y Pax2, se ha reportado que Lbx1 determina el
destino celular GABAérgico en la médula espinal dorsal en la etapa embrionaria
temprana del ratén [Cheng et al, 2005] y que Pax2 se expresa en neuronas
GABAérgicas del cerebelo durante el desarrollo [Marichic & Herrup, 1999], y en la
regioén dorsal de la médula espinal de raton [Cheng et al., 2004; Guo et al., 2012],
ademas la expresion de Pax2 promueve la diferenciacion GABAérgica en médula
espinal de pollo, incrementando la expresion de la GAD67 [Huang et al., 2008].
Estos antecedentes sugerian que estos factores de transcripcion estan asociados
al fenotipo GABAérgico y que pudieran ejercer una funcion similar en el
hipocampo y presentarse en las células granulares, después de la exposicion del
cultivo celular a AK. Sin embargo, se observd que las células granulares en
condiciones control (cuando son unicamente glutamatérgicas) expresan Lbx1 y
Pax2, en el cultivo celular. Este resultado podria deberse al modelo experimental
usado debido a que, en el tejido hipocampal, si se expresa los factores Lbx1 y
Pax2 pero se localizan unicamente en el citoplasma o en los nucleolos
(respectivamente), sugiriendo que pudieran tener una funcion diferente a la de
factor de transcripcion o incluso isoformas del factor que no contuvieran la sefial

de traslocacidon nuclear. Por ejemplo, CREB que pertenece a la superfamilia de
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factores de transcripcion que forman homo y heterodimeros que se unen a
secuencias de ADN especificas por lo tanto se encuentra en el nucleo donde tiene
la funcién de unirse a promotores de genes CRE, en respuesta a diversos
estimulos extracelulares modulando la proliferacién y diferenciacion neuronal
[Zhou et al.; 2012] sin embargo anteriormente Hermanson et al. [1996], mediante
inmunohistoquimica microscépica ligera, mostraron que en varias regiones como
la medula espinal, el hipotalamo, el hipocampo y la corteza olfatoria de rata el
factor CREB se encontro exclusivamente en el citoplasma, en el aparato de Golgi
y en las terminales axodnicas, y que estas eran isoformas que carecen de la seial
de traslocacién nuclear y pueden estar involucradas en la regulacion de la

transcripcion.

El hecho que los factores de transcripcion no se puedan asociar a un fenotipo
tampoco pueden descartarse completamente debido a que es posible que el gen
diana o el promotor de dicho gen este no se encuentre disponible, esto puede ser
por mecanismos epigenéticos. Por ejemplo, uno de los mecanismos epigenéticos
que podrian estar involucrados es la conformacion de la cromatina, esta puede
estar compacta debido a metilaciones en las histonas impidiendo la transcripcién
del gen. Otra posibilidad es que el promotor de este gen contara con regiones
metiladas que impidieran la union de los factores de transcripcibn y en

consecuencia impidiendo la transcripcion [Alberts, 2010].

Es interesante observar la expresion de Pax2 en los nucleolos debido a que esta
estructura tiene como principal funcion la transcripcion de las subunidades
ribosomales [Boisvert, 2007] para lo cual forma complejos y se han descrito
factores de trascripcion que estan involucrados, por ejemplo, TIF-IB/SL1, [Grummt,
2019]. Sin embargo, hasta el momento no hay antecedentes de la participacion de
Pax2 en esta funcion. Los nucleolos también estan involucrados en diferentes
etapas del ciclo celular, lo que sugiere un papel para los nucleolos en la regulacién
de aspectos especificos de la progresion del ciclo celular ademas de que esta
involucrado en el procesamiento y maduracidon de ribonucleoproteinas celulares,

incluidas la particula de reconocimiento de sefal y la telomerasa reversa [Boisvert,
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2007], por lo cual seria interesante investigar la funcion que ejerce la expresion de

Pax2 en los nucleolos.

Otro resultado a resaltar es que la localizacién de las proteinas Lbx1 y Pax2 se
expresan de manera diferente en el cultivo con respecto al tejido. Por ejemplo, las
células granulares contienen Lbx1 y Pax2 en toda la célula en el cultivo celular, en
cambio en el tejido Lbx1 se detecta unicamente en el citoplasma y Pax2
unicamente en los nucleolos. Este resultado debe ser tomado en consideracién en

estudios préximos.

VII. Conclusiéon

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las células granulares en
cultivo celular pueden ser identificadas por sus caracteristicas electrofisiolégicas y

por la expresion de Prox1 (factor constitutivo en las células granulares).

Los resultados de RT-PCR de célula unica e inmunofluorescencia de los fatores

TIx1, Lbx1 y Pax2 muestran que las células granulares expresan los tres factores
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de transcripcidén en condiciones control y después del tratamiento con AK. Por lo
tato este resultado indica que los tres factores de trascripcidn no pueden asociarse

a un solo fenotipo (glutamatérgico o GABAérgico).

Las interneuronas de la regién de CA3 expresan TIx1, Lbx1 y Pax2, lo cual apoya
la idea de que no se pueden asociar a un fenotipo (glutamatérgico o GABAérgico)
ya que tanto células glutamatérgicas (células granulares en condiciones control)

como células GABAérgicas expresan los tres factores de transcripcion.

La funcoén de los factores de transcripcion en el cambio de fenotipo de las células
ganulares no puede ser descartada debido a que es posible que el gen diana o el
promotor de dicho gen este no sea accesible a ellos, porque la cromatina se
encuentre compacta o que el promotor de este gen contara con regiones

metiladas que impidieran la transcripcion.

Nuestros resultados revelaron que la localizacién intracelular de los factores de
transcripcion es diferente en el tejido hipocampal y en cultivo. El factor Lbx1 se
localiza en toda la célula granular en el cultivo celular y en el tejido unicamente en
el citoplasma y el factor Pax2 en el cultivo se distribuye en toda la célula granular y
en el tejido unicamente en los nucleolos. Sin embargo, en el tejido hipocampal
tampoco se puede hacer una asociacién de los factores de transcripcion a alguno
de los fenotipos (glutamatérgico y GABAérgico). La diferencia en la localizaciéon
entre el cultivo celular y el tejido no es sorprendente ya que incluso el analisis de
células que han tenido una preparaciéon diferente puede diferir en la expresién de
genes. Por ejemplo, Harris et al. [2019] compararon la expresion génica de
muestras microdiseccionadas de los subcampos de giro dentado (DG), CA3 y CA1
del hipocampo de ratdon, preparadas por un protocolo estandar de
homogeneizacion de tejidos o sometidas a digestion enzimatica utilizada para
disociar las células dentro de los tejidos. Mostraron que, en comparacién con la
homogeneizacioén, la disociacion enzimatica altera aproximadamente 350 genes o
el 2% del transcriptoma del hipocampo. Este hecho muestra que la preparacion es
un factor importante que se debe considerar para el analisis de la expresién

génica. Sin embargo, en este caso, la localizacion intracelular entre el cultivo
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celular y el tejido hipocampal difiere y en ambos casos no se puede asociar

ninguno de los factores de transcripcidn a un fenotipo particular.
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VIII. Perspectivas

Realizar registros pareados para confirmar la co-liberacion de Glutamato/GABA de
las células granulares cuando se expresen marcadores del fenotipo GABAérgico

en las células granulares.

Analizar si los genes de los marcadores glutamatérgicos (VGlut, glutamato) y
GABAérgicos (VGAT, GAD67 y GABA) se encuentran disponibles para la

transcripcion.

Observar si los factores de transcripcion interaccionan con los genes diana (VGlut,
glutamato, VGAT, GAD67 y GABA) activando la transcripcion.

Investigar y evaluar la expresion de otros factores de transcripcion que pudieran

estar asociados al cambio de fenotipo tanto en condiciones de cultivo como in situ.
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