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Resumen

El sistema nervioso tiene la capacidad de alterar su circuiteria mediante cambios
en la fuerza de sus conexiones sinapticas. Esto, es conocido como plasticidad
sinaptica. La plasticidad de largo plazo se considera como un correlato neural de
la memoria. Existen dos formas de plasticidad: la LTP (potenciacion de largo
plazo) y la LTD (depresion de largo plazo). La primera, es el aumento en la
respuesta del potencial sinaptico resultado de una estimulacion de alta frecuencia
(Bliss y Lomo 1973; Bliss y Collingridge 1993), mientras que la LTD es una
disminucion de ésta (Lynch, et al., 1977).

La LTP ha sido extensamente estudiada en las sinapsis glutamatérgicas del
hipocampo, estructura involucrada en los procesos de aprendizaje y la memoria.
Sin embargo, existen pocos estudios de plasticidad en sinapsis inhibidoras
GABAérgicas. Se ha mostrado, que existen al menos dos grandes grupos de
interneuronas inhibidoras, éstas hacen sinapsis en diferentes regiones de las
neuronas piramidales. Un grupo de interneuronas hace sinapsis en la region
perisomatica (soma y troncos dendriticos cercanos) mientras que otro grupo hace
sinapsis preferentemente en las dendritas distales y las espinas; junto a las
entradas glutamatérgicas excitatorias. El objetivo de esta investigacion fue
conocer si las sinapsis inhibitorias presentan plasticidad de largo plazo después de
un protocolo de estimulacién tetanica (2 trenes de 100 Hz con un intervalo de 10s)
que sabemos provoca LTP en las sinapsis glutamatérgicas. Encontramos que con
este protocolo, las sinapsis dendriticas sufren preferentemente LTD, mientras que
las sinapsis perisomaticas sufren LTP. Lo que muestra que existen diferentes tipos
de plasticidad en los diferentes tipos de sinapsis inhibitorias de interneuronas. Esto
tiene importantes consecuencias para los modelos celulares de aprendizaje y de

memoria (hipétesis de Stent-Paulsen).



SUMMARY

The nervous system has the capacity to modulate its circuitries by changes
in the force of the synaptic connections between its neuronal elements. This is
known as synaptic plasticity. Long term synaptic plasticity is considered the cellular
correlate of memory. There are two forms: LTP or long term potentiation and LTD
or long term depression. The first is an increase and the second a decrease in the
amplitude of synaptic events as a result of repetitive stimulation. Comm;only, the
first is evoked by high and the second by low frequency stimulation (Bliss and
Lomo 1973; Lynch, et al., 1977; Bliss and Collingridge 1993).

The hippocampus is a structure involved in learning and memory of many
behavioral processes. LTP has been widely studied in the glutamatergic excitatory
synapses of this nucleus and there is a commonly used stimulation paradigm to
produce this plasticity. However, there are few studies on the plasticity of inhibitory
GABAergic synapses. All of them made with variable stimulation paradigms. One
question arises: what would be the behavior of inhibitory synapses when
challenged with the same stimulation paradigms used to produce LTP on excitatory
synapses? There are, at least, two large classes of inhibitory interneurons based
on the sites of the pyramidal neuron that they innervate: one class mainly targets
the perisomatic region (soma, proximal dendritic processes, axon hillock), whereas
the other class targets dendritic trunks and spines; neighboring glutamatergic
contacts.

The goal of the present investigation was to know if the inhibitory synapses
made by these two classes of interneurons exhibit some type of long term plasticity
after the stimulation paradigm most frequently used to produce LTP in the
excitatory synapses: two stimuli trains at 100 Hz separated by a 10 s time interval.
We found that this protocol produced LTD on dendritic inhibitory synapses whereas
it produced LTP on perisomatic inhibitory synapses. The consequences of this
finding for the cellular models of learning and memory are discussed.



INTRODUCCION

El sistema nervioso es extraordinariamente plastico, es decir, puede ser
modificado o moldeado segun su actividad.

Se dice que el aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos el
conocimiento a cerca del mundo que nos rodea. Mientras que la memoria es el
proceso por el cual el conocimiento adquirido mediante la experiencia es
codificado, retenido y almacenado (consolidacion), el cual, puede ser recuperado.
Muchas formas de aprendizaje y memoria involucran diversos mecanismos que
incluyen la formacion de nuevas conexiones (sinapsis) entre las neuronas y
cambios plasticos como la modificacion de sus circuitos y redes neuronales
(Martin, et al., 2000). La capacidad de poder modificar las propiedades funcionales
de éstas conexiones como consecuencia de la actividad se denomina plasticidad
(Ramén y Cajal, 1937; Konorski, 1948). De manera particular, se le llama
plasticidad sinaptica a la modificacion de la fuerza sinaptica por el uso o actividad
(Hebb, 1949). La potenciacion de largo plazo (LTP) y la depresion de largo plazo
(LTD) son formas de plasticidad sinaptica (Bliss y Collingridge, 1993; Malenka y
Nicoll, 1993). Esto implica un aumento (Bliss y Lomo, 1973) o disminucion (Lynch
et al, 1977) de larga duracion en la efectividad sinaptica entre neuronas
respectivamente, debido a su duracion y a su dependencia de la actividad
(repeticion, ensayo, practica) y se les ha considerado como los posibles
mecanismos para entender la formacién del trazo de memoria almacenado en una
red neural (Martin et al., 2000). Entender los mecanismos de aprendizaje y la

memoria es una de las metas mas ambiciosas que persiguen la investigacion.

La formacion hipocampal un area del cerebro relacionada con la corteza
cerebral que se ubica en el interior del I6bulo temporal y parte del circuito limbico
(Swanson et al., 1982) es esencial para la formacion de nueva memoria (Squire,
1992). Si es destruido quirdrgicamente o por enfermedad, la memoria anterograda

o de corto plazo es dafiada: ya no es posible recordar eventos recientes o en el



corto plazo aunque se preserva la memoria de largo plazo (recuerdos de eventos
que sucedieron aun en afos pasados —caso H.M-) (Kandel et al., 2000; Bermudez-
Rattoni y Prado-Alcala, 2001). Como la capacidad de adquirir nueva informacion
es severamente dafada, se sugiere que el hipocampo esta involucrado en una
forma de memoria de término intermedio y que sus circuitos transfieren la
informacion reciente al almacén de largo plazo (Shepherd, 1994). Es en el
hipocampo donde se documentd por primera vez, la plasticidad sinaptica de largo
plazo (Bliss y Lomo, 1973), estos mecanismos, pueden servir para coordinar las
distintas modalidades sensoriales que formarian un recuerdo, puesto que
neuronas de la formacion hipocampal reciben abundantes conexiones
procedentes de todos los lugares de la corteza cerebral. Por ejemplo, un recuerdo
involucra varias modalidades sensoriales como el simple hecho de recordar una

flor, implica la vision de su imagen, su olor, su tacto, etc.

Cuando es importante recordar detalles la formacion hipocampal emite
sefales que permiten que dichos detalles se repitan una y otra vez hasta que se
almacenen de manera permanente en las areas de la corteza cerebral para la

formacion de la memoria a largo plazo.

Hipocampo

Organizacion sinaptica del hipocampo

La formacién hipocampal esta constituida por el hipocampo (una estructura
de una sola capa en forma de “C” invertida) que consiste en tres subcampos CA1-
CA3 (cornu ammonis) y el giro dentado (Lorente de N6, 1934, Silva et al., 1990).
Las sinapsis entre las neuronas piramidales de un area a otra del hipocampo son

excitadoras y liberan glutamato (Swanson et al., 1982) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema anatomico del hipocampo. Se muestran las regiones del giro
dentado (GD) y los sub-campos CA3 y CA1. Los esquemas de las neuronas piramidales ilustran
una de las sinapsis mas estudiadas del cerebro, la que se da entre las neuronas de CA3 con las
neuronas de CA1. El haz de fibras que produce esta conexion se denomina colaterales de
Schaffer.

El giro dentado es la entrada a la formacién hipocampal. Es el blanco de la
mayoria de las aferentes de la corteza entorrinal mediante la via perforante. Esta
via lleva informacion de multiples modalidades sensoriales. Las células de
proyeccion del giro dentado son las células granulares. Sus axones, llamados
fibras musgosas, hacen sinapsis en las dendritas proximales de las células
piramidales del subcampo CA3. A su vez, las células piramidales de proyeccién de
CA3 mandan sus axones hacia los otros subcampos mediante las llamadas
colaterales de Schaffer. Esta proyeccion contacta las dendritas (apicales y
basales) de las neuronas piramidales de CA1 a nivel del stratum radiatum y el
stratum oriens respectivamente. Las proyecciones de las neuronas piramidales de
CA1 van por los estratos alveus y oriens, hacia sus principales blancos en la
llamada corteza de transicion: el subiculum y la corteza entorrinal (Kandel, 2000;
Hammond, 1996). Estas areas conectan con la corteza limbica, el septum lateral,
el nucleo acumbens y el bulbo olfatorio (circuito limbico). Ademas de las neuronas
piramidales, existen diferentes tipos de interneuronas locales (GABAérgicas) en
el hipocampo. Su papel es inhibir a las neuronas piramidales, para lo cual estan
distribuidas de manera estratégica en las diferentes capas del hipocampo (Sik et
al., 1995; Freund y Buzsaki 1996; Parra et al., 1998; Freund, 2003).



Plasticidad sinaptica del hipocampo

El hipocampo ha sido, durante los ultimos 30 afos, la zona de estudio para
la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad (Bliss y Collingridge, 1993;
Nicoll y Malenka, 1995; Malenka et al.,, 1986; Malenka y Nicoll, 1999). Las
correlaciones conductuales con tareas de aprendizaje y memoria, sobre todo de
memoria espacial, son actualmente un punto central de las neurociencias (Silva et
al.,, 1992; Silva et al., 1996). Ahora bien, casi todos los estudios de plasticidad
sinaptica han sido realizados en sinapsis excitadoras, en la conexion entre las
neuronas piramidales de CA3 y CA1 (Bliss y Collingridge, 1993; Malenka y Nicoll,
1993).

Los dos mecanismos de plasticidad de largo plazo (LTP y LTD) varian
mucho en sus mecanismos de accion. En la conexion CA3-CA1, ambas formas de
plasticidad requieren la activacion de receptores postsinapticos ionotropicos del
tipo NMDA, lo que lleva a una elevacion del calcio intracelular (Malenka et al.,
1988; Mulkey y Malenka, 1992). La concentraciéon de Ca®* intracelular determina la
activacion de proteinas cinasas y procesos de fosforilacion que conducen a LTP
(Malenka, et al., 1989; Soderling y Dekach, 2000), o bien, a la activacion de
fosfatasas, procesos de desfosforilacion y la expresién de LTD (Mulkey, et al.,
1993) (Fig. 2).
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Figura 2. Modificacion de la sinapsis. La activacion de los canales (NMDA en la sinapsis
CA3-CA1y de Caz*) permiten la entrada de calcio, lo que activa cascadas de sefializacién

intracelular que llevan a una modificacion en la fuerza de la sinapsis (LTP o LTD).

La plasticidad sinaptica, como fenomeno fisiolégico, da una explicaciéon
mecanistica de como el uso de un circuito, cambia la eficacia sinaptica (Bliss y
Collingridge 1993). Este cambio en los pesos sinapticos de la red, seria el
correlato del aprendizaje y su permanencia, el almacén de memoria. Ahora bien, el
correcto funcionamiento de una red neural depende de la interaccion entre las
neuronas principales y las interneuronas (Fricker y Miles, 2001; Freund, 2003;
Martin et al., 2000). La inhibicién dada por las interneuronas GABAérgicas locales,
juega un papel determinante en la regulacion de la actividad de las neuronas
principales y sus interacciones. Las interneuronas pues, son importantes en el
procesamiento de la informacién (Sik, et al., 1995), ya que participan en la
generacion de oscilaciones poblacionales (Freund, 2003; Galarreta y Hestrin,
1999; Gibson et al., 1999; Beierlein et al., 2000) y patrones de actividad que
pueden provocar plasticidad sinaptica y por lo tanto memoria (Klausberger et al.,
2003; Freund y Buzsaki, 1996; Somogyi, et al., 1998).



Clasificacion de las interneuronas

Los diferentes tipos de interneuronas (Freund y Buzsaki, 1996; Parra, et al.,
1998) constituyen del 10 al 20 % de la poblacion neuronal en toda la corteza
cerebral (Somogyi et al., 1984; Thomson et al., 1996). De manera general, las
interneuronas del hipocampo (Freund y Buzsaki, 1996) y la neocorteza (Kubota y
Kawaguchi, 2000; Kawaguchi y Kondo, 2002) han sido clasificadas de acuerdo a
los péptidos que contienen (Somogyi, 1984; To6th y Freund 1992; Kawaguchi y
Kondo, 2002), a sus entradas sinapticas (Buzsaki 1984; Freund 1990), a la
localizacion y forma de su arbol dendritico (Lacaille 1991; Gulyas 1993; Parra, et
al.,, 1998; Kawaguchi, 1993; Kubota y Kawaguchi 1994; Kawaguchi, et al.,1995;
Kubota, y Kawaguchi, 1997), a los receptores que poseen (McBain, 1994; Cauli et
al.,, 2000), y a sus propiedades electrofisiologicas (Buhl et al., 1994b; Sik, et al.,
1995; Parra, et al., 1998; Gibson et al., 1999; Galarreta y Hestrin, 1999). Estudios
recientes en el hipocampo, han clasificado a las interneuronas de acuerdo a la
region que inervan en la membrana somato-dendritica de la neurona piramidal
(Buhl et al., 1994a; McBain, 1995; Maccaferri et al., 2000) y su posible papel
fisiolégico: inhibir la entrada sinaptica en la dendrita o la salida de los potenciales
de accion a nivel somatico y del cono axénico (Buhl, et al., 1994; Maccaferri et al.,
2000). Estos tipos de interneuronas se acoplan entre si eléctricamente mediante
uniones comunicantes, formando redes de interneuronas de un mismo tipo
(Beierlein et al., 2000). Esto resulta de suma importancia para la generacion de la
actividad sincronica.

En el hipocampo, las interneuronas estan distribuidas en todas las capas
(Sik et al., 1995; Freund y Buzsaki, 1996) y sus axones también se dirigen a
diferentes dominios somatodendriticos de la célula piramidal (Buhl et al., 1994; Sik
et al., 1995; Freund y Buzsaki, 1996) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de algunas de las células GABAérgicas en el hipocampo y su relacién
con las neuronas piramidales. La célula piramidal (en negro) recibe sinapsis de diferentes tipos
de interneuronas (en gris). Las células axo-axénicas (AAC = axoaxonic cells o Chandelier en la
terminologia Golgi) inervan el cono axénico. Las c. en canasta (BC = basket cells) inervan el soma
y las dendritas cercanas al soma. Las c. en canasta son “feed-forward” (activadas por las entradas
excitadoras) o “feed-back” (activadas por la misma salida). Las neuronas bi-estratificadas (BSC =
bi-stratified cells) inervan los troncos y ramas dendriticas, su accion regularia el paso de la
actividad sinaptica al soma y al cono axénico y también impediria que los potenciales de accidn
generados en la regioén perisomatica se propagaran retrégradamente hacia las dendritas (back-
propagation). Las células horizontales (HC = horizontal cells, e.g., células de Martinoti en la
nomenclatura Golgi) son el Unico ejemplo, en esta figura, de interneuronas cuyo blanco son las
ramas finas y las espinas de las dendritas; justo al lado de la mayor parte de las sinapsis
excitadoras. Aparte de las células horizontales, hay muchas otras interneuronas que inervan a las
dendritas de manera puntual. Asi el control de la excitabilidad se da a varios niveles, entrada o
salida, localizada o mas general. Ademas se sabe que hay interneuronas GABAérgicas que
inhiben a estas interneuronas (“desinhiben” a la piramidal), ya sea provenientes de columnas o
moédulos vecinos (inhibicion lateral), ya sea de areas alejadas; de suerte que la desinhibicion

también puede ocurrir a varios niveles.



Las células axo-axbnicas y las células en canasta, muchas de ellas
identificadas por su inmunoreactividad a parvoalbumina —un quelante del calcio
intracelular (Sik et al., 1995; Maccaferri et al., 2000), estan localizadas en la capa
de las células piramidales o en capas adyacentes. Sus entradas provienen de las
distintas aferentes: musgosas, colaterales de Schaffer, comisurales, entorrinales
asi como de colaterales recurrentes de los axones de las mismas neuronas
piramidales que inervan (Frotscher, 1989; Freund y Buzsaki, 1996). La mayoria de
los contactos sinapticos de las células axo-axdnicas inervan el cono axoénico de la
célula piramidal (Li et al., 1992; Buhl et al., 1994; Miles et al., 1996). Esto es,
regulan el umbral en el sitio de generacién de los potenciales de acciéon. Las
células en canasta inervan el soma y las dendritas proximales (Sik, et al., 1995;
Miles et al., 1996; Maccaferri et al., 2000), por lo que controlan el paso del
producto de la integraciéon dendritica hacia el cono axénico. Ambos tipos (AAC,

BC) controlan la salida de la neurona piramidal.

Otro tipo de interneuronas son las llamadas O-LM (HC u horizontales en la
Fig. 3, células de Martinoti) cuyo soma esta localizado en el stratum oriens pero su
axon se dirige hacia el stratum lacunosum-moleculare donde inerva ramas finas de
las dendritas y aun espinas, colocando botones GABAérgicos inhibidores junto a
los botones glutamatérgicos excitadores. Son inmunoreactivas al péptido
somatostatina, el cual puede ser liberado junto con el GABA y funcionar como
neurotransmisor peptidico (Maccaferri et al., 2000). Otro tipo de interneuronas
manda sus axones a los troncos dendriticos grandes, tanto de las dendritas
basales como de la dendrita apical, por lo que forman un doble ramillete de
terminales, de ahi su nombre de biestratificadas: en s. radiatum y s. oriens o de
doble penacho. Muchas de ellas son inmunoreactivas a calbindina y también a la
somatostina (Sik, et al., 1995; Maccaferri et al., 2000). Hay un conjunto mayor de
neuronas que inervan a las dendritas, y sus somas pueden estar distribuidos en
distintas capas, por ejemplo, las interneuronas trilaminares, cuyo axén se bifurca
dando colaterales en oriens, radiatum y piramidale (Sik, et al., 1995). En general a

las interneuronas que proyectan principalmente a las dendritas se les ha llamado



“neuronas con blanco dendritico” (Somogyi, 1998), y aunque muchas son
inmunoreactivas a somatostatina, también lo pueden ser a otros péptidos, tales
como la colecistoquinina, peptido vasoactivo intestinal o substancia P. Asi, la
variedad de neuronas inhibidoras es grande y aunque se han dividido en 4
grandes grupos: axo-axénicas (AAC), canastas (BC), de doble penacho (DBC) y
“neuronas con blanco dendritico” (DTC), los subtipos que pueden clasificarse con
base en distintos criterios llegan a ser 19 (Somogyi et al, 1998). Para fines de la
presente tesis, simplificaremos el esquema aun mas y dividiremos a las
interneuronas en dos grandes géneros: las que inervan la region perisomatica
(AAC y BC) y las que inervan a las dendritas (DTC y DBC).

Esto lo hacemos basandonos en investigaciones recientes que han
sugerido que las interneuronas pueden formar dos redes inhibidoras
funcionalmente distintas. 1. La red de interneuronas de disparo rapido (FS = fast
spiking), que esta formada principalmente por neuronas axoaxdnicas y en canasta
(Kawaguchi y Kubota, 1993; Thomson et al., 1996; Gibson et al., 1999; Beierlein et
al., 2000; Galarreta y Hestrin, 1999). Sus somas se distribuyen horizontalmente
junto a los somas piramidales y son inmunoreactivas a parvoalbumina (Kawaguchi
y Kubota, 1993). 2. La red inhibidora de neuronas identificadas por sus espigas de
bajo umbral (LTS = low threshold spikes), poseen canales de calcio de tipo T.
Forman sinapsis en las dendritas (Gibson, et al., 1999; Beierlein et al., 2000), sus
somas se distribuyen verticalmente y son positivas a calbindina y/o somatostatina
(Kawaguchi y Kubota, 1993), hacen conexiones en varias capas. Se postula que
las interneuronas de cada una de las redes estan interconectadas entre si, tanto
por sinapsis inhibidoras, como por sinapsis eléctricas mediante uniones
comunicantes. Cada red de interneuronas promoveria la inhibicion de varios

modulos de manera sincronizada, o cuando menos coordinada.

Ademas, en el hipocampo se han identificado interneuronas de axén largo
que inervan a otras interneuronas mas locales. Se les llama “back-projection cells”

pues conectan los sub-campos CA3 y CA1 de manera bidireccional, y sus somas



se encuentran en el borde de los estratos alveus y oriens (Sik, et al., 1995). Al
inhibir simultaneamente a neuronas GABAérgicas de distintos modulos, tenderian

a sincronizar la actividad de zonas distantes.

Potenciacion de largo plazo (LTP)

La potenciacién de largo plazo (LTP) es un aumento persistente de la
respuesta sinaptica inducido por una estimulacion repetitiva que puede ser de alta
frecuencia (Bliss y Lomo, 1973). Este mecanismo de plasticidad dependiente de
actividad ha sido propuesto como la base neural del aprendizaje y la memoria
(Hebb 1949; Kandel y Schwartz 1982). Puede observarse después de la
tetanizacion (estimulacion de alta frecuencia) de las fibras aferentes (Bliss y
Collingridge, 1993; Bear y Malenka, 1994; Larkman vy Jack, 1995).
Interesantemente, también se produce después de rafagas ritmicas en las

aferentes, por ejemplo, aquellas con frecuencia en la banda 0 (4-10 Hz) (Cohen et

al., 1998; Steele y Mauk, 1999; Perez et al., 2001; Staff y Spruston, 2003;
Bonansco y Bufio, 2003).

Ahora bien, como se muestra en la figura 3, el flujo de la informacion es
modulado por la participacion de interneuronas (Ouardouz y Lacaille, 1995; Freund
y Buzsaki, 1996), y éstas son activadas por las mismas aferentes que producen
LTP en las sinapsis entre neuronas piramidales (colaterales de Schaffer y la via
perforante) (Kiss et al., 1996). Asi, también se ha demostrado que la estimulacion
tetanica provoca cambios en el disparo de las interneuronas (Xie y Sastry, 1991;
Morishita y Sastry, 1991) y los potenciales excitadores registrados en ellas
(Ouardouz y Lacaille, 1995). Es légico pensar, que los protocolos de plasticidad de
largo plazo afectaran sinapsis inhibidoras y no sélo excitadoras. Si el aprendizaje
se basara en potenciar sélo sinapsis excitadoras, llegaria un momento en que la
excitabilidad fuera maxima y saturante, dando como consecuencia que el
aprendizaje facilitara la patologia epiléptica. Una hipétesis mas adecuada, es

postular que diversas sinapsis excitadoras e inhibidoras se potencian o se
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deprimen siguiendo patrones espacio-temporales determinados dependientes de
la actividad y el uso. Estos patrones pueden estar determinando la formacion del

trazo de memoria.

Asi, la estimulacion de alta frecuencia que provoca la potenciacion en las
sinapsis glutamatérgicas (colaterales de Schaffer-CA1), también debe de activar a
las interneuronas del hipocampo. Se ha mostrado, LTP de sinapsis excitadoras
sobre algunas interneuronas de CA1 (Maccaferri y McBain, 1996; Cowan et al.
1998; Perez, et al., 2001). Esto es, la potenciacion de la excitacion en
interneuronas podria llevar a una potenciacion de la inhibicion en la red. Sin
embargo, de los pocos trabajos que existen a ese respecto, se saca en claro que
la potenciacion de la sinapsis excitadora sobre la interneurona es variable, muchas
veces no se presenta, de suerte que diversos autores postulan distintos
mecanismos. Asi, en algunos casos depende de la activacion de receptores a
NMDA (Steele y Mauk 1999; Maccaferri y McBain 1996), y en otros depende de la
activacion de receptores metabotrépicos del tipo mGluR1a (Cohen et al., 1998;
Perez, et al., 2001), o aun de otras vias de sefializacion (Alle y Geiger, 2001). Era
de esperarse que si hay tantos tipos de interneuronas, sus mecanismos de
plasticidad fuesen variados. Pero ¢hay algun patrén? Es justo decir, que cada uno
de estos escasos estudios utilizé distinto protocolo de estimulacién, y gran parte
de la variabilidad podria atribuirse a eso. Por ejemplo, un trabajo publicado por
Stelzer en 1994, mostré6 que la estimulacion que causa LTP en las sinapsis
glutamatérgicas causa reduccion en el componente inhibitorio que inerva las
dendritas de las células piramidales (Stelzer, et al., 1994), los autores sugirieron
que posiblemente existe un mecanismo de dafo en la fuerza de la inhibicion
GABAérgica, que puede contribuir importantemente en la expresion del LTP en la

celula piramidal, lo que aumenta la confusion.

Concluimos que se han realizado muy pocos estudios acerca de la
plasticidad de las sinapsis GABAérgicas sobre las neuronas principales. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo es investigar si hay plasticidad de largo plazo



de las sinapsis GABAérgicas, y si la hay, averiguar si presenta algun patron
reproducible que explique su posible diversidad. El protocolo de tetanizacion
(Malenka et al., 1986; Morishita y Sastry, 1991; Stelzer et al., 1994; Xie et al.,
1995; Maccaferri y McBain, 1996; Kleschevnikov et al., 1997; Cohen et al., 1998;
Cowan et al., 1998; Christie et al., 2000; Komatsu y Yoshimura 2000; Shew et al.,
2000; Chevaleyre y Castillo, 2003; Staff y Spruston, 2003). (ver Material y
Métodos) ha sido usado por la inmensa mayoria de los estudios de LTP en la
sinapsis mas utilizada en los estudios de plasticidad de largo plazo: CA3-CA1. La
pregunta es muy simple: ¢;qué le pasa a las sinapsis GABAérgicas cuando se
estan potenciando las glutamatérgicas? Lo que requiere utilizar el mismo protocolo

en ambos tipos de sinapsis.

En resumen, una forma de simplificar el problema es preguntarse si un
protocolo que produce LTP en las sinapsis glutamatérgicas (CA3-CA1), produce
alguan tipo de plasticidad de largo plazo en las sinapsis GABAérgicas sobre las
neuronas piramidales de CA1. Esto es, lo ideal seria que el mismo protocolo
produzca un patron diverso de plasticidad dependiendo del tipo celular. La otra
simplificacion es dividir a las sinapsis GABAérgicas en dos grandes géneros: las
que inervan a las dendritas y las que inervan la region perisomatica, de esta
manera, basado en el trabajo de Miles (Miles et al., 1996), encontramos la forma
de estimular las unas o las otras.



OBJETIVO GENERAL

Obtener el registro de las corrientes sinapticas en neuronas piramidales mediante
la utilizacion de la técnica de registro de célula entera (Wholle cell), en la
configuracion de fijacion de voltaje, en rebanadas de hipocampo.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Aislar las corrientes sinapticas GABAérgicas, dendriticas o somaticas.

* Utilizando el protocolo de tetanizacién tipico, producir LTP en las neuronas
piramidales. Esta potenciacion se registrara de manera estandar mediante

electrodos de campo.

* Utilizando el protocolo de tetanizacion tipico, averiguar qué tipo de plasticidad de
largo plazo se puede producir en las sinapsis GABAérgicas que inervan las
dendritas de las neuronas piramidales.

* Utilizando el protocolo de tetanizacion tipico, averiguar qué tipo de plasticidad de
largo se puede producir en las sinapsis GABAérgicas que inervan la region

perisomatica de las neuronas piramidales.



HIPOTESIS

1. En conjunto con los cambios plasticos de largo plazo en las sinapsis
glutamatérgicas entre neuronas piramidales (CA3-CA1), deben de producirse
cambios plasticos de largo plazo en las sinapsis GABAérgicas sobre estas mismas
neuronas con el mismo protocolo que provoca LTP en las sinapsis
glutamatérgicas.

2. Los cambios plasticos han de ser diferenciales dependiendo del tipo de
sinapsis GABAérgica, de forma que el correlato celular del trazo de memoria
constituya un patréon espacio-temporal de plasticidad distribuido en la membrana
somatodendritica de las neuronas piramidales de CA1.



METODO

Preparacion

Se utilizaron rebanadas de cerebro de rata macho de la cepa Wistar de 13
dias de nacidas. Se decapito el animal para extraer el cerebro que se sumerge en
solucion salina isoténica fria (4° C) que contiene (en mM): 125 NaCl, 3KCI, 1
MgCl,, 25 NaHCOg3, 11 d-glucosa, gaseada continuamente con una mezcla de
95% O, y 5% CO,. La osmolaridad fué de 300 mOsm /I a un pH de 7.4. Se
separaron los hemisferios cerebrales, se colocaron en un vibratomo y se cortan
rebanadas cerebrales parasagitales de 300 um de espesor. Las rebanadas, que
incluyen al hipocampo, se mantienen en incubacién en la solucion salina gaseada
a temperatura ambiente por un periodo de 1 hr para su recuperacion. En estas
condiciones es posible obtener registros confiables de mas de 2 hr de duracién sin
un deterioro significativo de la preparacion (Bargas et al., 1991; Flores-Hernandez
et al., 1997; Hernandez-Echeagaray et al., 1998).

Protocolo experimental.

Sistema de estimulacién y registro.

Los registros de campo se obtuvieron estimulando ortodromicamente las
fibras aferentes (colaterales de Schaffer) con un electrodo bipolar concéntrico de
25 ym de diametro en la punta. La intensidad de estimulacion fué de 7 a 12V y
una duracion de 0.1-0.14 ms a una frecuencia de 0.1 Hz para la obtencidn de los
registros control. Los estimulos se mandaron desde un estimulador (Grass, S48),
pasandolos a través de una unidad aisladora de estimulos (Digitimer, DS2) en
donde se regula la amplitud y duracion de los mismos. Con el registro estable se
grabaron 10 a 15 minutos de respuestas en situacion control de donde se obtuvo
un promedio de la amplitud. Posteriormente se aplico el protocolo de tetanizacion
o estimulacion de alta frecuencia (EAF) que consistié de dos trenes de estimulos a

100 Hz con una duracién de 1s c/u y con un intervalo entre ambos trenes de 10s



(e.g., Malenka et al., 1986; Morishita y Sastry., 1991; Xie et al., 1995). Los
potenciales poblacionales fueron registrados en la capa piramidal de CA1 con
electrodos de vidrio fabricados a partir de capilares de borosilicato de 1.0 mm de
diametro con una resistencia en la punta de 2 a 4 MQ, llenos de NaCl al 0.9%
como electrolito conductor (Barral et al, 1999). El potencial de campo se amplifico
a través de un amplificador (P15) utilizando un filtraje de 300 LF y 3 HF; se
despleg6 en el osciloscopio (Tektronix TDS 3012), y se digitalizé y almacené en
cintas de video para su analisis. El “software” utilizado para desplegar los
potenciales de campo en la computadora fue hecho en el laboratorio en el
ambiente LabView (National Ins.). Se utiliz6 el programa Origin (Microcal) para el

analisis de los registros.

Figura 4. Neurona piramidal de la region CA1 del hipocampo. Se selecciona a la
neurona piramidal por su morfologia. La imagen fue tomada con video microscopia con luz
infrarroja y contraste de fases. Obsérvese la dendrita principal orientada hacia el stratum radiatum.



Registro de corrientes idonicas en célula entera (whole-cell).

Los registros de corrientes ionicas se obtuvieron utilizando la técnica de
fijacion de voltaje. Utilizando video microscopia con luz infrarroja y contraste de
fases con interferencia diferencial de Nomarski (DIC), se pueden observar las
neuronas en el tejido hasta 200 um debajo de la superficie (Figura 4). Con
electrodos bipolares concéntricos (punta de lapiz) de 12 um en la punta, o
mediante el uso de electrodos hechos en el laboratorio con capilares de vidrio y
separados 5 um en las puntas, se estimuld las interneuronas vecinas a la neurona
piramidal que se registrd. Se utilizd un bloqueador a receptores de glutamato de
tipo AMPA/KA; CNQX (10 uM), para eliminar la influencia excitadora y quedarnos
con la entrada inhibidora. La influencia excitadora de tipo NMDA no se elimind
pues se sabe que su participacion es esencial para la expresion de algunos
procesos de plasticidad de largo plazo. La corriente inhibidora (IPSC) que se
registro, cuando la célula estimulada y la registrada estaban conectadas, presento
variacion cuantica y fallas. Siguiendo el protocolo de Miles (Miles et al, 1996), la
estimulacion de baja intensidad alrededor de las dendritas que se encuentran a
mas de 100 um del soma produjo corrientes sinapticas que por sus caracteristicas
se consideran generadas en las dendritas; mientras que la estimulacion
perisomatica produjo corrientes sinapticas mucho mas grandes, con

caracteristicas de corrientes generadas en el soma (Figura 5).
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Figura 5. Aislamiento de las corrientes GABAérgicas de acuerdo al protocolo de

Miles (Miles et al, 1996). A. Estimulacién en stratum piramidal para estimular principalmente
interneuronas que hacen sinapsis en el soma. B. Estimulacion en stratum radiatum para estimular
principalmente interneuronas que hacen sinapsis en las dendritas de la célula principal. C. Se
muestran los mismos trazos normalizados. Obsérvese la diferencia entre las respuestas generadas

en el soma y las dendritas.



Los electrodos de registro fueron fabricados a partir de capilares de
borosilicato, con una resistencia d.c. en la punta de 3-6 MQ. La solucién interna
consistio (en mM): 79 KHzPO4, 36 KCI, 2 MgCl>*6H.0, 10 HEPES, 1.1 EGTA, 0.2
Na;ATP, 0.2 Na;GTP, 5 QX-314 para bloquear las corrientes de sodio, y 0.5% de
biocitina para llenar las neuronas piramidales registradas. Posteriormente se
revelaron con rojo de Texas para confirmar su morfologia mediante la técnica de
Horikawa y Armstrong 1998. (Figura 6). Note que la concentracion intema de cloro
no es la fisiologica si no que esta aumentada, de forma que el potencial de
equilibrio del cloro se aleje del potencial de reposo y podamos tener corrientes
entrantes de cloro de gran amplitud (Eg ~ -30 mV).

Figura 6. Neurona piramidal registrada en CA1. Las neuronas registradas fueron llenadas con
biocitina y reveladas con rojo de Texas para observar su morfologia.
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Analisis

Utilizamos el protocolo de estimulacion con pulsos pareados con un
intervalo de 40 ms. Primero se grafico la amplitud normalizada al 100 % del control
de la primera respuesta (S4), tanto para el potencial de campo como para las
corrientes sinapticas. Esta amplitud se grafic6 contra el tiempo. Las
comparaciones representan la amplitud promedio de la respuesta sinaptica en
condiciones control y después de 30 min de haber aplicado la tetanizacién (PT =
post-tren). La relacion entre los pulsos pareados se obtuvo de dividir la amplitud
de la segunda respuesta sinaptica (Sz) entre la amplitud de la primera (S2/Sy).
Esto permite ver que tanto del cambio plastico se debe a la presinapsis, en
contraparte con los cambios que suceden en la postsinapsis y se basa en el
siguiente argumento: ambas respuestas, la primera (S4), y la segunda (S;), se
originan en el mismo sitio postsinaptico (dendritas o soma). Si el cambio plastico
se debe a un cambio postsinaptico (cambio en el nUmero de receptores o canales,
cambio en la resistencia postsinaptica, etc.) ambas respuestas van a cambiar de
amplitud: en el LTP aumentaran y en el LTD decaeran. Sin embargo, la proporcién
entre ellas no cambiara, pues se siguen generando en el mismo sitio y de la
misma manera. Lo Unico que podria cambiar la proporcion S,/S; es que la
dinamica de liberacién presinaptica se altere (faciltacion o depresion de la
liberacion, cambio en el tamano del depésito vesicular, etc.), y esto puede
deberse, entre otras cosas, a que el manejo del calcio en la terminal haya sido
afectado por algin proceso dependiente de la actividad (hipdtesis del calcio
residual) (McNaughton et al., 1982; Dunwiddie y Hass, 1985; Kleschevnikov et al.,
1997; Hernandez-Echeagaray et al, 1998; Barral et al., 1999; 2000). De esta
manera, el protocolo describe la plasticidad y da pie para hacer hipo6tesis sobre su

origen (ver Kleschevnikov et al., 1997).
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RESULTADOS

Plasticidad de largo plazo provocada con estimulacion de alta frecuencia

La estimulacion de las colaterales de Schaffer a la frecuencia de 0.1 Hz, se
hizo colocando el electrodo de estimulacion en el stratum radiatum (Fig 7A). Esto
provoco la tipica repuesta poblacional (Kleschevnikov et al., 1997; Bennett, 2000;
Pouille y Scanziani, 2001) que pudo registrarse en la capa piramidal del subcampo
CA1 (ver figura 7B). Después del registro en condiciones control (10-15 min) se
estimulé a alta frecuencia: EAF = 2 trenes de 100 Hz con intervalo de 10s. Esto
provocd un primer aumento transitiorio (5 min) en la amplitud de ambas
respuestas poblacionales, atribuido a la potenciacion post-tetanica, y un aumento
posterior de largo plazo (> 30 min; LTP) de 200% + 14% (p<0.04; estadisitico de
Willcoxon; n= 5; Fig. 7B) en la primera respuesta poblacional (Si) (Fig. 7C
izquierda). La proporcion S,/S4 se redujo en todos los casos (p<0.04; estadisitico
de Willcoxon; Fig. 7C derecha) indicando un aumento, de origen presinaptico, en
la probabilidad de liberacion (Kuhnt y Voronin, 1994; Schulz et al, 1994;
Kleschevnikov, et al., 1997), ademas de los cambios postsinapticos ya descritos
en esta sinapsis (Lynch et al., 1982; Davies et al., 1989; Lovinger et al., 1981;
Malenka, et al., 1986; Malenka et al., 1989a; Malenka et al., 1989b; Malenka y
Nicoll, 1993; Soderling y Derkach, 2000; Fink y Meyer, 2002).

¢ Qué ocurre con las sinapsis inhibidoras durante este tipo de plasticidad?
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Figura 7. LTP en el area CA1. A. Esquema del sistema de estimulacion y registro. B. Registros
representativos del potencial de campo en la capa piramidal de CA1 al estimular con pulsos
pareados. De arriba hacia abajo: antes (1) y después (2) de la estimulacion con alta frecuencia
(EAF). Los trazos inferiores son la superposicion de 1 y 2. C. Curso temporal del aumento en la
amplitud de la respuesta S;. En todos los casos se produjo LTP de las neuronas piramidales. D.
Histograma que compara la amplitud promedio del potencial de campo (S;) antes y después de los
trenes de alta frecuencia (EAF). E. Cambio en la proporcion Sy/S;.
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Aislamiento de las corrientes inhibidoras.

Para estudiar la transmision sinaptica inhibidora, se utilizé el registro de en
célula entera en la configuracion de fijacion de voltaje en neuronas piramidales de
CA1 en rebanada de hipocampo. Las corrientes postsinapticas inhibidoras (IPSCs)
fueron provocadas con el mismo protocolo que se usé para producir LTP en las
sinapsis excitadoras. Sin embargo, el medio ahora contenia CNQX (10 uM),
antagonista del receptor glutamatérgico ionotropico de tipo AMPA/KA. El electrodo
de estimulacion se colocd en uno de dos sitios: en el stratum radiatum para
estimular preferencialmente a las neuronas cuyo blanco principal son las dendritas
(DTC o DBC), o en el stratum piramidale con el objeto de estimular
preferencialmente a las neuronas cuyo blanco principal es la regiéon perisomatica
(BC y AAC) (Ver: Miles et al., 1996). Las neuronas piramidales fueron identificadas
por su morfologia mediante la técnica de videomicroscopia infrarroja.

El potencial de mantenimiento fue de —70 mV. Las IPSCs a este potencial
son entrantes (Figura 8A) debido al gradiente de cloro escogido ([Cl]i = 40 mM).
Ademas, se utilizdé QX-314 (5 mM) en la pipeta de registro para bloquear las
corrientes de sodio que pudieran contaminar el registro de las corrientes
sinapticas.

En presencia de CNQX, las IPSCs obtenidas de esta manera fueron
totalmente bloqueadas por el antagonista del receptor GABAa, bicuculina 10 pM,
como se muestra en las Figuras 8A,B. Este bloqueo fue reversible. De esta forma
queda demostrado que practicamente toda la corriente sinaptica provocada en

estas condiciones es mediada por la activacion del receptor GABA4 (n = 3).
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Figura 8. IPSCs en neuronas piramidales del hipocampo estimulando interneuronas. A.
Registros representativos de IPSCs tomados antes y durante la presencia de bicuculina (10 uM) en
la solucion de superfusion, a los tiempos indicados por los nimeros en el curso temporal en B (n =
3). B. Curso temporal del cambio en la amplitud (como % del control) del IPSCs en presencia de
CNQX antes (1) y después de la bicuculina (2).

Por otro lado, la funcién corriente-voltaje de estas corrientes muestra que su
potencial de inversion es de -30.9 + 5 mV (n=6) lo que es muy cercano al potencial
de equilibrio calculado para el cloro: Eg =~ -30 mV (Figura 9A,B). La curva |-V de la
IPSC se ajusté a una funcién recta. El ajuste a un polinomio para tomar en cuenta
la posible rectificacion de la membrana (Fitzpatrick et al, 2001) no mostré
diferencias significativas. Esto demuestra que las corrientes sinapticas sensibles a

bicuculina son de cloro, mediadas por el receptor GABAa (MacCaferri et al., 2000).
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Figura 9. Aislamiento de las corrientes inhibitorias. A. Corrientes sinapticas representativas
provocadas en una neurona piramidal de CA1 al estimular en las interneuronas aledafas. Las
IPSCs fueron registradas a diferentes potenciales de membrana y cada registro es el promedio de
5 trazos. B. La amplitud de las corrientes es graficada contra los diferentes potenciales de
membrana. La curva |-V se ajusté a una linea recta arrojando un potencial de inversion = -30.9 +
5mV (n = 6); no fue significativamente diferente del potencial de equilibrio calculado para el idn
cloro (-30 mV). El ajuste polinomial (linea punteada) no arroja un resultado significativamente

diferente.
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Plasticidad de largo plazo en sinapsis inhibidoras
Sinapsis GABAérgicas en las dendritas

Para provocar plasticidad de largo plazo en las sinapsis inhibidoras que
inervan a las dendritas de las neuronas piramidales, se administraron trenes de
alta frecuencia (ver Material y Métodos) a nivel de donde se encuentran la mayoria
de los somas y axones de las interneuronas que dan origen a estas terminales,
esto es, en el stratum radiatum (Miles et al, 1996). Todo el protocolo se hizo en

presencia de CNQX (10 uM) para bloquear las sinapsis excitadoras.

La Figura 10A muestra el esquema de estimulacion y registro, note que el
electrodo de estimulacion activa preferentemente a los axones y somas de las
interneuronas que inervan a las dendritas (Miles et al, 1996). Un ejemplo
representativo de las corrientes inhibitorias (IPSCs) obtenidas con este arreglo se
muestra en la Figura 10B. Observe la gran reduccién en la amplitud de la IPSC
después de la tetanizacion (EAF). Cada trazo es el promedio de 15 IPSCs antes
(1) y 35 minutos después de la EAF (2). La Figura 10C muestra el curso temporal
del experimento. La estimulacidbn de alta frecuencia en el stratum radiatum
provoco una reduccion persistente en la amplitud de la corriente sinaptica del 50%
+ 10% (estadistico de Wilcoxon, p < 0.008; n = 10). Esta reduccién en la amplitud
se instalé en alrededor de 20 min y se mantuvo estable por cuando menos otros
20 min subsecuentes. Estos resultados se repitieron en 10 de 20 experimentos
(50% de los casos) en que el estimulo se procurd en el stratum radiatum (ver
fig.10 y 11).
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Figura 10. LTD en sinapsis inhibidoras dendriticas. A. Esquema de estimulacion y registro: el
electrodo de estimulacién, colocado en el stratum radiatum, activa preferentemente las sinapsis
que inervan las dendritas (Miles et al, 1996). B. IPSCs provocadas con pulsos pareados antes (1) y
después de la estimulaciéon de alta frecuencia (EAF) (2). La superposicion de ambos trazos se
ilustra abajo. El inserto son las respuestas al mismo comando de voltaje antes y déspués de la
EAF, se muestra que no hay cambio en la conductancia de entrada postsinaptica durante el
experimento. C. Curso temporal del establecimiento de la LTD en las sinapsis inhibidoras
dendriticas. Los numeros sefalan los tiempos aproximados en que se obtuvieron los registros de
B. D. El histograma resume el cambio en la amplitud de la respuesta S;. E. La relacion S3/S; no

muestra cambios consistentes en la mayoria de los casos.
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Los numeros en los registros de la Figura 10B sefalan los tiempos
aproximados en que se tomaron los registros de acuerdo al curso temporal de la
Figura 10C. El histograma resume el resultado de la muestra (Fig. 10D). Es de
notar que la proporcién Sz/S1 no se modific6 de manera consistente (Fig. 10E), lo
que sugiere que el mecanismo de LTD observado es predominantemente de

origen postsinaptico y que la liberacion de GABA en las terminales no se modifica.

Sin embargo, note que tres de las neuronas de la muestra si presentan un
cambio significativo en la proporcion S,/S; (Fig. 10E), lo que abre la posibilidad de
que distintas interneuronas utilicen diferentes mecanismos para expresar LTD. El
tamano de la muestra ha de ser mucho mayor para llegar a una conclusién a este
respecto, pero queda claro que un gran numero de sinapsis que inervan las
dendritas son capaces de expresar LTD en respuesta al mismo protocolo que
produce LTP en las sinapsis CA3-CA1; sinapsis glutamatérgicas entre neuronas

piramidales.

Sinapsis inhibidoras que no expresaron plasticidad de largo plazo debido al
protocolo de tetanizacion en s. radiatum.

La mitad de las sinapsis inhibidoras estimuladas desde el s. radiatum no
sufri6 cambio alguno debido al protocolo de tetanizaciéon que se utiliza para
producir LTP en las neuronas piramidales. No sabemos si otros protocolos serian
capaces de producir plasticidad de largo plazo en estas sinapsis. Sabemos que
otros investigadores reportan dificultad en el establecimiento de la plasticidad de
largo plazo en las sinapsis de las interneuronas (Abraham et al., 1987; McBain et
al, 1999). La Figura 11 ilustra los casos en que el cambio en la fuerza sinaptica no
fue significativo (estadistico de Wilcoxon, p > 0.06; n=10).

Por lo tanto, se puede concluir que el protocolo de estimulacién que
provoca LTP en las sinapsis excitadoras que inervan a las neuronas piramidales

provoca LTD en aproximadamente la mitad de las sinapsis inhibidoras que inervan
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las dendritas de estas mismas neuronas piramidales (Stelzer et al., 1994; Pitler y
Alger; 1994; Miles 1996).
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Figura 11. El protocolo de tetanizacion no produjo cambios de largo plazo en la mitad de las
sinapsis inhibidoras dendriticas. A. Esquema de estimulacién y registro como en la Figura 7. B.
IPSCs provocadas con pulsos pareados antes (1) y después de la estimulac;.iOn de alta frecuencia
(EAF) (2). La superposicion de ambos trazos se ilustra abajo. El inserto son las respuestas al
mismo comando de voltaje antes y después de la EAF; muestra que no hay cambio en la
conductancia de entrada postsinaptica durante el experimento. C. Curso temporal del
establecimiento. Los nimeros sefalan los tiempos aproximados en que se obtuvieron los registros
de B. D. El histograma muestra que no hay cambios significativos en la amplitud de la respuesta S,

(n=10). E. La relacién S,/S; no muestra cambios significativos o consistentes en la mayoria de los
casos.
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Sinapsis GABAérgicas en la region perisomatica

Para provocar plasticidad de largo plazo en la sinapsis inhibidoras que
inervan al soma y los troncos dendriticos cercanos (region perisomatica), se
administraron los trenes de alta frecuencia (ver Material y Métodos) a nivel de
donde se encuentran la mayoria de los somas y axones de las interneuronas que
dan origen a estas terminales, esto es, en el stratum piramidale (Miles et al, 1996).
Todo el protocolo se hizo en presencia de CNQX (10 uM) para bloquear las
sinapsis excitadoras.

La Figura 12A muestra el esquema de estimulacion y registro, note que el
electrodo de estimulacion activa preferentemente a los axones y somas de las
interneuronas que inervan la region perisomatica (Miles et al, 1996). Un ejemplo
representativo de las corrientes inhibitorias (IPSCs) obtenidas con este arreglo se
muestra en la Figura 12B. Observe el gran aumento en la amplitud de la IPSCs
después de la tetanizacion (EAF). Cada trazo es el promedio de 15 IPSCs antes
(1) y 35 minutos después de la EAF (2). La Figura 10C muestra el curso temporal
del experimento. La estimulacion de alta frecuencia en el stratum piramidale
provoco un aumento persistente en la amplitud de la corriente sinaptica de 165% +
20% respecto del control (estadistico de Wilcoxon, p < 0.008; n=10). Esta
potenciacion sinaptica se instalé en alrededor de 15 min y se mantuvo estable por
cuando menos otros 25 min subsecuentes. Este resultado se observo en todos los
casos en que el estimulo se dié en el stratum piramidale. Por lo tanto, se puede
decir que el protocolo de estimulacion que provoca LTP en las sinapsis
excitadoras que inervan a las neuronas piramidales también provoca LTP en las
sinapsis inhibidoras que inervan la region perisomatica (MacCaferri y McBain,
1996; Perez et al, 2001). Los numeros en los registros de la Figura 10B sefalan
los tiempos aproximados en que se tomaron los registros de acuerdo al curso
temporal de la Figura 12C. El histograma resume el resultado de la muestra (Fig.
12D). Es de notar que en la mayor parte de los casos la proporcion S;/S;
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disminuyd (p < 0.05; estadisitico de Wicoxon; Fig. 12E), lo que sugiere que el
mecanismo de LTP observado en las sinapsis inhibidoras tiene un componente
presinaptico y que la liberacion de GABA en las terminales esta aumentada
después de la tetanizacion. Tendria que hacerse analisis cuantico en estos casos
para saber que sucede, si un cambio en el tamafio del cuanto, si la puesta en
marcha de sinapsis silentes, o si un aumento en el contenido cuantico de los
mismos botones.

La activacion de las interneuronas de la capa piramidal puede estar
modulando la actividad en la salida de las neuronas piramidales, por ejemplo,
células en canasta (Steele y Mauk 1999).
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Figura 12. LTP en sinapsis inhibidoras perisomaticas. A. Esquema de estimulacioén y registro:
el electrodo de estimulacion, colocado en el stratum piramidale, activa preferentemente las sinapsis
que inervan al soma y las dendritas cercanas (region perisomatica) (Miles et al, 1996). B. IPSCs
provocadas con pulsos pareados antes (1) y después de la estimulacién de alta frecuencia (EAF)
(2). La superposicion de ambos trazos se ilustra abajo. El inserto son las respuestas al mismo
comando de voltaje antes y después de la EAF; muestra que no hay cambio en la conductancia de
entrada postsinaptica durante el experimento. C. Curso temporal del establecimiento de la LTP en
las sinapsis perisomaticas. Los nimeros sefialan los tiempos aproximados en que se obtuvieron
los registros de B. D. El histograma resume el cambio en la amplitud de la respuesta S;. E. La

relacion S,/S, se redujo significativamente.
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DISCUSION

Existe una diversidad de interneuronas en el hipocampo, y se ha mostrado
que inervan de manera diferencial la membrana somatodendritica de la neurona
piramidal (Buhl et al., 1994a; McBain, 1995; Freund and Buzsaki, 1996; Maccaferri
et al., 2000). En la presente tesis encontramos que las interneuronas difieren en la
expresion de la plasticidad sinaptica de largo plazo: las sinapsis de interneuronas
que preferencialmente inervan a las dendritas de la célula piramidal, sufren LTD,
mientras que las sinapsis de interneuronas que preferencialmente inervan a la
region perisomatica sufren LTP, con el mismo protocolo de estimulacién que
induce LTP en las sinapsis glutamatérgicas. Esto sugiere que durante la induccion
de la plasticidad de largo plazo hay cambios complejos en las propiedades de la
red que van mas alla del cambio en las sinapsis glutamatérgicas (Maccaferri y
McBain, 1996), lo demuestra que existen cambios diferenciales en los pesos
sinapticos de la red (Steele y Mauk, 1999), en el largo plazo y en respuesta al

mismo estimulo.

La potenciacion de largo plazo intenta explicar los cambios en la red neural
durante el aprendizaje y la memoria (Hebb, 1949; Bliss y Collingridge, 1993;
Malenka y Nicoll, 1993). En el caso de las sinapsis piramidales, por ejemplo, de
CA3 a CA1, se puede registrar como un aumento en la amplitud de la espiga
poblacional (Bliss y Collingridge, 1993) concomitantemente a una reduccion en la
tasa de amplitud de los pulsos pareados (Voronin y Kuhnt, 1990; Kuhnt y Voronin,
1994; Schulz et al., 1994; Kleschevnikov et al., 1997). Esto sugiere que la LTP en
las sinapsis glutamatérgicas entre CA3-CA1 se debe a cambios de largo plazo
tanto a nivel postsinaptico (Musleh et al., 1993; Bear y Malenka, 1994; Larkman y
Jack, 1995; Cummings et al., 1996; Parnass et al., 2000; Soderling y Derkach,
2000) como presinaptico (Malenka et al.,, 1986; Christie y Abraham, 1994;
Kleschevnikov et al., 1997). Hebb propuso que ciertas sinapsis de la red,
involucradas en el procesamiento de un estimulo de manera repetida, desarrollan

un aumento persistente en su eficacia sinaptica, reforzando asi ciertas conexiones
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y estableciendo el trazo de memoria (Figura 13). Esta forma de plasticidad es
entonces dependiente del uso o de la actividad repetitiva de la conexion (Hebb,
1949). Adicionalmente planted que para que esto sucediera, deberian haber
momentos en que ambas, la membrana postsinaptica y la presinaptica estuvieran
activadas (Hebb, 1949). Esto es, que ambas se activaran en la misma “ventana”
de tiempo para que hubiera potenciacion (Figura 13b). Desde las investigaciones
de Bliss y Lomo (1973) se establecidé que una estimulacion de alta frecuencia es
capaz de despolarizar por periodos prolongados a las dendritas de las neuronas
piramidales activando a los receptores a NMDA (Bliss y Collindridge, 1993). En la
sinapsis CA3-CA1 se sabe que la activacion de estos receptores es necesaria
para la potenciacion de largo plazo (plasticidad dependiente de NMDA). Ademas,
Stuart y Sakmann (1994) demostraron que los potenciales de accion generados en
la region somatica y del cono axénico de la neurona piramidal pueden propagarse
hacia las dendritas retréogradamente lo que mantiene la despolarizacién y la
entrada de Ca** (Miles et al., 1996; Kamondi et al., 1998). Asi, la activacién
presinaptica es concomitante a una despolarizacion postsinaptica (Markram et al.,
1997; Magee y Johnston, 1997). Si las despolarizaciones sucesivas son causadas
por distintas aferentes, la estimulacion repetida llevaria a la asociacion temporal
de su activacion; lo que es un requerimiento de los modelos de aprendizaje

asociativo (Figura 13b).
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Figura 13. Asociacién de dos estimulos y plasticidad de largo plazo. (a) Una entrada
sinaptica produce una depolarizacién dendritica que desbloquea los receptores NMDA. Esta sefial
NMDA pbede propagarse a la membrana dendritica de sinapsis vecinas, que si se activan en una
ventana de tiempo corta, producirdan potenciacion. (b) También puede suceder que la primera
entrada sinaptica produzca potenciales de accion que se propaguen retrégradamente al arbol
dendritico manteniendo la despolarizacion (backpropagating action potentials). La activacion pre y
post sinapticas, cercanas en el tiempo, es necesaria para la plasticidad.

Se sabe que el orden temporal de las sefiales pre- y post-sinaptica es
importante para el desarrollo de la potenciacion (Zhang et al., 1998). Si la actividad
de una aferente presinaptica antecede en alrededor de 20 ms a la despolarizacion
postsinaptica ocurrira potenciacion (LTP) (Bi y Poo, 1998; Zhang et al., 1998).
Pero si el disparo post-sinaptico antecede al pre-sinaptico o si estos no coinciden,
se desarrolla depresion (LTD) (Bi y Poo, 1998; Zhang et al., 1998). Esto sugiere
que diferentes sinapsis se modifican de acuerdo al orden temporal de la activacion
pre- y post-sinaptica (Bi y Poo 1999). Pero, ;todas las sinapsis de la red se regiran
por las mismas reglas?, ;qué pasa con las sinapsis GABAérgicas de las
intermeuronas cuando las sinapsis glutamatérgicas se estan potenciando?,
¢ presentan la misma plasticidad?

A este respecto, son varios los autores que proponen que, en las

interneuronas, es dificil expresar la plasticidad de largo plazo. Se piensa que
fueron disefiadas para “poner a tiempo” el disparo de la red y no para guardar el
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trazo de memoria (Cobb et al., 1995; McBain et al, 1999). Sin embargo, hay
investigadores que, bajo ciertos protocolos de estimulacion, han demostrado que
las interneuronas pueden expresar plasticidad de largo plazo. Stelzer y
colaboradores (1994), mediante registro intracelular mostraron que registrando en
el soma, las sinapsis GABAérgicas podian deprimirse, lo que apoya nuestros
resultados. Aunque estos autores no seleccionaron por separado las sinapsis que
se dirigen preferentemente al soma o a las dendritas, su resultado los llevo a
sugerir que las dendritas se desinhiben alrededor de la sinapsis glutamatérgica
potenciada (Stelzer et al., 1994). Por otro lado, se ha observado un incremento
persistente del componente inhibidor que no requiere de la activacion de
receptores glutamatérgicos (Xie et al., 1995). También se ha propuesto que
diferentes moduladores, cuyos receptores estan en las terminales GABAérgicas,
ayudan a la expresion de la plasticidad. Un mecanismo sugerido es la regulacién
presinaptica a través de la activacion de receptores a canabinoides (Chevaleyre y
Castillo, 2003). La depresion causada por la activacion de receptores a
canabinoides es de largo plazo y causa con un aumento en la tasa de pulsos
pareados (Lu et al.,, 2000; Chevaleyre y Castillo, 2003). En vista de estos
resultados, decidimos explorar la plasticidad de las sinapsis inhibidoras, pero en
lugar de explorar diferentes protocolos de estimulacion hasta lograr la plasticidad,
como es el caso de los autores citados, pusimos como condiciéon que la plasticidad
debia de ser obtenida con el mismo protocolo (EAF, ver Material y Métodos) que la
produce en las sinapsis excitadoras. Pues si las sinapsis GABAérgicas participan
en el trazo de memoria, ha de ser en las condiciones en que ésta se produce en

las sinapsis excitadoras.

Asi, después de aislar las corrientes sinapticas inhibidoras sobre las
neuronas piramidales de CA1, demostrando su sensibilidad a la bicuculina y su
potencial de equilibrio similar a Eg (Jensen et al., 1999; Guzman et al., 2003), se
procedio a estimularlas con el mismo protocolo de tetanizacion que produce LTP

en las sinapsis glutamatérgicas de las neuronas piramidales.
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Por otro lado, se ha demostrado que los distintos tipos de interneuronas
hacen sinapsis en diferentes dominios de la membrana somatodendritica de las
neuronas piramidales (Freund y Buzsaki, 1996; Maccaferri et al., 2000; Somogyi et
al., 1998; Gupta et al., 2000). Algunas interneuronas hacen sinapsis en la region
perisomatica y el cono axoénico (Miles et al., 1996; Paulsen y Moser, 1998)
mientras que otras inervan dominios dendriiticos (McBain, 1995). Esto sugiere que
la distribucion espacial de los diferentes tipos de neuronas inhibidoras podria
marcar la pauta para una distribuciéon espacial de la plasticidad. Pudiera ser que
una funcion de las sinapsis inhibidoras dendriticas fuera la de modular la induccién
de la plasticidad sinaptica de largo plazo en las sinapsis glutamatérgicas
(Wigstrom y Gustaffson, 1983; Kullmann et al., 1992). Por esta razon, decidimos
utilizar el protocolo de Miles (1996) para estimular de manera preferencial las
sinapsis inhibidoras que van a las dendritas o las sinapsis que inervan la region

perisomatica.

Lo que encontramos fue que al estimular en la capa piramidal para
seleccionar las sinapsis que inervan la region perisomatica, el protocolo de EAF se
provocéd un aumento sostenido (LTP) en la amplitud de las IPSCs (Hollrigel et al.,
1998; Stelzer et al., 1994), similar a lo que mostré Caillard en la capa CA3 del
hipocampo (Caillard et al., 1999) y Hollrigel en las células de giro dentado
(Hollrigel et al., 1998). Se sabe que las células axo-axonicas y las células en
canasta (Maccaferri et al., 2000) estan localizadas en, o adyacentes a, la capa
piramidal de CA1, y son activadas por aferentes excitadoras de todas las vias
aferentes: fibras musgosas, colaterales de Schaffer, afferentes comisurales,
aferentes entorrinales, y recurrentes de las células principales (Freund y Buzsaki,
1996; Stelzer et al., 1994; Freund, 2003). La activacion de estas células promueve
la inhibicion del soma y el segmento inicial del axén de las células principales por
lo cual se puede inhibir la salida del potencial de accion (Miles et al., 1996; Freund
2003). La estimulacion en la capa piramidal produce inhibicion recurrente de la
célula principal (Xie et al., 1995; Stelzer et al., 1994). Uno de los mecanismos que

se activa en el aumento de la transmisién inhibitoria, es la activacion de proteinas
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cinasas C y A (PKC y PKA) presinapticamente (Caponga et al., 1995). Contrario a
lo encontrado en la presente investigacion, Grunze, en 1996 habia mostrado que
el componente inhibitorio registrado en la célula piramidal de CA1, disminuye
(Grunze et al., 1996).

En contraste, cuando estimulamos en el stratum radiatum, para seleccionar
las sinapsis que inervan la region dendritica, se provoco una disminucion
sostenida (LTD) en la amplitud de las IPSCs (Chevaleyre y Castillo, 2003).
Investigaciones anteriores mostraron que la estimulacion en el stratum radiatum
provoca un aumento en el componente inhibitorio (Xie y Sastry, 1991; Morishita y
Sastry, 1991; Xie y Sastry, 1995). Por otro lado, Steele y Mauk (1999) mostraron
que la potenciacion de la entrada glutamatérgica puede ser modulada por la
activacion de receptores GABAa. De esta manera, nuestros resultados
demostraron que el mismo protocolo de estimulacién que produce plasticidad de
largo plazo en las neuronas piramidales también produce plasticidad de largo
plazo en las interneuronas, esto muestra que la plasticidad es diferencial siguiendo
un patron espacial (Paulsen y Moser; 1998; Paulsen y Sejnowski, 2000; Buzsaki et
al., 2003; Klausberger et al., 2003; Klausberger et al., 2004). Esto es, las sinapsis
que inervan las dendritas se deprimen, mientras que las que inervan la region
perisomatica se potencian. Tomando el modelo de Paulsen y Moser (1998) se
puede especular sobre la importancia funcional de nuestro hallazgo (Figura 14).
Es claro que la produccién de LTD en las sinapsis dendriticas, mientras se
produce el trazo de memoria, tenderia a favorecer el establecimiento de la
potenciacién de largo plazo de las sinapsis excitadoras, pues las sinapsis
glutamatérgicas en las dendritas se desinhibirian de manera selectiva. Sugerimos
que en la dendrita, la LTP glutamatérgica conlleva la LTD GABAérgica de las
sinapsis vecinas.

Mientras que la potenciacion simultanea de las sinapsis GABAérgicas
perisomaticas tenderia a evitar que durante el periodo de “guardado” de la

informacién, con el consecuente aumento de la excitabilidad postsinaptica, la
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neurona estuviese disparando. De esta forma, se estaria ayudando a que la
neurona entre o se mantenga en el “modo guardar” (Fig. 14).

Falta mencionar que al estimular en el stratum radiatum, la mitad de las
sinapsis GABAEérgicas registradas no acusé ningun cambio persistente en la
amplitud de las corrientes registradas (Stelzer et al., 1994). Esto no quiere decir
que estas sinapsis no puedan ser modificadas bajo otros protocolos (Patenaude et
al., 2003; Chevaleyre y Castillo, 2003). Sélo resalta el hecho de que hay muchos
tipos de interneuronas y asi como se han dividido por su plasticidad de corto plazo
(Markram et al., 1998; Gupta et al., 2000) también podrian dividirse por su
plasticidad de largo plazo.
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Figura 14. Modelo de Paulsen y Moser. La regionalizacion de la inhibicion sobre la membrana
somatodendritica de las neuronas piramidales tiene un sentido funcional. Cuando las sinapsis
dendriticas se estan potenciando, ayudaria que la inhibiciéon dendritica se deprimiese de manera
selectiva, esto es, que hubiese desinhibicion dendritica junto aquellas sinapsis excitadoras
dendriticas que se estuvieran potenciando para asi facilitar la plasticidad. Como la célula esta
guardando informacién en este momento, no interesa que dispare y la mande afuera. Entonces, de
manera simultanea interesaria que la inhibicién perisomatica se potenciara (izquierda). Por otro
lado, tendria que haber un estado o0 modo en el que la neurona mande la informacién previamente
guardada hacia afuera de manera fiel ("modo de recuperacién” o “read out”), por lo que seria

conveniente que se bloqueara la entrada de nueva informacion (derecha).
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CONCLUSIONES

Con el mismo protocolo de estimulacion que produce LTP en las sinapsis

glutamatérgicas de CA3-CA1:

v Se produjo LTD en el 50% de las sinapsis GABAérgicas que inervan la regién

dendritica de la célula piramidal.

v' Se produjo LTP en las sinapsis GABAérgicas que inervan la regién

perisomatica, mostrando que:

v Diferentes tipos de sinapsis GABAérgicas exhiben diferentes tipos de
plasticidad de largo plazo durante el establecimiento de la potenciacion en las

neuronas piramidales.
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En el presente trabajo, se ha reportado que las sinapsis GABAérgicas sufren
plasticidad de largo plazo. Esto sugiere, que la plasticidad de largo plazo no
depende solo de la modificacion de las sinapsis glutamatérgicas, sino también de
la participacion de las sinapsis GABAérgicas, conformando asi, cambios espacio-
temporales de los pesos sinapticos (Paulsen y Moser, 1998) lo que puede

fundamentar el mecanismo celular de la memoria.

El hipocampo ha sido ampliamente estudiado por su participacion en la
formacion de la memoria. Ademas, varios tipos de ritmos oscilatorios pueden
observarse mediante registro extracelular, los cuales estan relacionados con
conductas de aprendizaje. Por otro lado, se ha mostrado que la funcion de las
interneuronas es regular las oscilaciones en este nucleo sincronizando la actividad
de las células principales (Freund, 2003). Durante el ritmo theta (el cual esta
relacionado con el comportamiento exploratorio y el movimiento de rapido de los
0jos), las diferentes poblaciones de interneuronas estan en fase o en contra fase
del ritmo de las neuronas piramidales (Buzsaki et al., 2003; Klausberger et al.,
2003; Klausberger et al., 2004), modulando la entrada y salida de la informacion
en la célula piramidal. Una investigacion de Hyman en el afio de 2003 mostro por
primara vez que la estimulacion de alta frecuencia y el ritmo theta estan
estrechamente relacionados y fundamentan el mecanismo de aprendizaje (Hyman
et al., 2003).
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