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SUMMARY

In principle, neural pathways utilize either glutamate for excitatory or GABA for inhibitory fast
synaptic transmission. However, the hippocampal mossy fiber (MF) pathway, which is considered a
glutamate-releasing neural projection, also expresses GABAergic markers after seizures. Here |
show that when the GABAergic markers are expressed, MF activation produces GABA-receptor-
mediated synaptic field responses in CA3, and GABA,-receptor-mediated collateral inhibition. One-
dimensional current source density analysis confirms the spatial coincidence of the depolarizing and
hyperpolarizing extracellular dendritic currents, suggesting that the glutamatergic and GABAergic
signals share the same origin, the MF. The GABA-receptor-mediated field responses have the
physiological and pharmacological characteristics described for the MF-glutamatergic
transmission: frequency-dependent facilitation and strong inhibition during activation of group-I111
metabotropic glutamate receptors (mGIuR-111) which are present in the rat MF. It is therefore
plausible that, for GABAAa-receptor-dependent field potentials to be detected, a considerable
number of boutons of a well-defined GABAergic pathway should simultaneously release GABA to
act on a large number of receptors. | provide further evidence showing that, in the presence of
ionotropic glutamate receptor (iGIuR) blockers, a conditioning electrical pulse delivered to one site
of the dentate gyrus (DG) inhibits the population synaptic response and the afferent volley provoked
by the activation of a second site, in a bicuculline-sensitive manner, thus indicating the presence of
GABA, receptors in the MF. In accordance with this hypothesis, DG antidromic responses evoked
by MF activation are enhanced by GABA, antagonists, suggesting that these receptors are subjected
to a tonic activation. Given these results, it was reasonable to propose that if the MF pathway can
release both glutamate and GABA, and that if GABA acts on pre- and postsynaptic sites, then this
signaling should modify the hippocampal CA3 network activity after seizures. In this region,
spontaneous PBfy (14-80 Hz) network oscillations originate by the recurrent excitation between

pyramidal cells that are entrained by the synchronous rhythmic inhibition from local interneurons.
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Hence, the CA3 network is thought to constitute an intrinsic y activity generator, independent from
extra-hippocampal sources. Confirming this hypothesis, | present evidence that indicates that in
epileptic, but not in healthy rats, the DG exerts a GABAAa-receptor-mediated tonic inhibition of B/y
field oscillations that can be diminished by limiting the release of GABA from the MF through the
activation of mGIuR-Ill, thus potentiating the B/y activity. These oscillations originate in the
interneuron network because they are maintained in the presence of iGIUR antagonists but are
abolished by GABA, receptor antagonists or by perfusion of a calcium-free extracellular medium.
In agreement with previous reports, | show that after iGIUR blockage, DG activation provokes
monosynaptic GABAa-receptor-mediated responses in pyramidal cells and interneurons from
epileptic rats. Accordingly, these responses are presynaptically inhibited by mGIuR-111 agonists.
Moreover, activation of mGIuR-111 produces an increase of spontaneous membrane subthreshold
B/y oscillations of stratum lucidum interneurons from epileptic but not from control rats. A tempting
explanation is that MF-GABAergic spontaneous signaling interferes with the synchronous rhythmic
inhibition generated by the local CA3 interneuron network. Indeed, the mGIuR-sensitive
modulation of B/y activity can be observed in the presence of iGIuR antagonists. Inhibition of this
oscillatory activity requires intact DG-to-CA3 connections since disrupting the MF projection
prevents, thus confirming, the presynaptic effects of mGIuR activation. In addition, coincident
stimulation of the DG at 6 (4-10 Hz) and B/y frequencies produces a frequency-dependent
generation of action potentials in stratum lucidum interneurons, while this stimulation restrains
action potential generation in pyramidal cells. Interestingly, the restraining action of MF activation
on pyramidal neurons, after seizures, is more efficient when the DG is stimulated at the frequency
that matches the mGluR-sensitive spontaneous CA3 p field oscillations, suggesting resonance
between both GABAergic inputs. | conclude that the transient seizure-induced GABAergic signaling
from the MF constitutes a physiologically relevant input that tonically modulates the network
activity of CA3, preventing building up of excitation and possibly hampering memory storage after

epileptic seizures.
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RESUMEN

Comunmente se considera que las neuronas utilizan un s6lo neurotransmisor para mediar la
transmision quimica de accion rapida. Sin embargo, las células granulares del giro dentado (GD) del
hipocampo de la rata, mono y humano, consideradas tradicionalmente como glutamatérgicas,
también expresan marcadores del fenotipo GABAérgico. En la rata, estos marcadores se expresan
transitoriamente durante el desarrollo y desaparecen en el adulto, pero son re-expresados después
de periodos de intensa actividad in vivo (crisis epilépticas) e in vitro. En este trabajo muestro que, en
ratas adultas de la cepa Wistar que tuvieron una o varias crisis convulsivas generalizadas, la
estimulacion eléctrica in vitro de las fibras musgosas (FM; los axones de las células granulares) en
presencia de antagonistas a los receptores ionotrépicos a glutamato (iGIuR), produce respuestas de
campo eléctrico mediadas por la activacion de receptores GABA, (GABAAR) en la zona CA3 del
hipocampo. La estimulacién eléctrica de las FM, produce en el stratum lucidum (SL) de CA3 dos
tipos de corrientes dendriticas extracelulares: una que es bloqueada antagonistas a los iGIuR y otra
por antagonistas a los GABAR. El andlisis de densidad de corriente en una dimension revela que
las corrientes correspondientes a las sefiales glutamatérgica y GABAérgica tienen el mismo origen,
las FM. Més aln, las respuestas de campo mediadas por activacion de GABAAR presentan las
mismas caracteristicas fisiologicas y farmacolégicas que se han descrito para la transmisién
sindptica glutamatérgica de las FM: facilitacion de las respuestas postsinapticas al incrementar la
frecuencia de estimulacion eléctrica del GD de 0.05 a 1 Hz e inhibicién presinptica por la
activacion de receptores metabotropicos de glutamato del grupo 111 (mGIuR-I111). Probablemente, el
aislamiento farmacolégico de este potencial de campo GABAEérgico se debe a que: i) la estimulacion
de las FM produce una liberacion masiva de GABA, ii) que activa un gran ndmero de receptores,
iii) y que éstos estan localizados en una zona restringida. Adicionalmente muestro que, en presencia
de antagonistas a iGIuR, la respuesta de campo de la zona CA3 a la estimulacion eléctrica de un sitio

del GD, es inhibida si es precedida por la estimulacién de otro sitio adyacente. Esto indica que la
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liberacion de GABA de las FM inhibe presinapticamente a otras FM colaterales y confirma la
presencia de GABAARS en estas fibras. Por ello, el bloqueo de los GABAAR con la bicuculina, un
antagonista de éstos receptores, incrementa reversiblemente la amplitud de las respuestas
antidrémicas registradas en el GD, y sugiere que los GABAAR estdn sometidos a una activacion
ténica. Estos resultados permiten proponer que, después de producir crisis convulsivas
generalizadas in vivo, el GABA seria liberado de las FM, activaria receptores pre- y postsinapticos, y
esto produciria una modulacion de la actividad espontanea de campo de CA3. En esta region, las
oscilaciones de campo B/y (14-80 Hz) se generan por la excitacion glutamatérgica recurrente entre
células piramidales que son inhibidas ritmicamente por interneuronas GABAérgicas locales. Por
esta razon, se considera que el circuito local de CA3 conforma un generador intrinseco de actividad
v, independiente de entradas sinapticas extra-hipocampales. Confirmando esta hipotesis, muestro
gue en ratas epilépticas, pero no en ratas adultas control, las células granulares producen una
inhibicion tdnica de las oscilaciones de campo B/y de CA3 mediada por activacion de GABAR. Esta
inhibicion ténica se evidencia al activar mGIluR-I11 localizados en las FM lo que reduce su liberacién
de GABA 'y, en consecuencia, produce un incremento de la actividad B/y. Mas aun, estas oscilaciones
se generan en la red de interneuronas locales de CA3 ya que persisten en presencia de antagonistas
a los iGIuR y son eliminadas por el bloqueo de GABAAR 0 por la perfusion de un medio extracelular
bajo en calcio. De acuerdo con reportes previos, muestro que en presencia de antagonistas a los
iGIuR, la estimulacidn eléctrica del GD produce respuestas GABAérgicas monosinapticas en células
piramidales e interneuronas de animales que tuvieron una o varias crisis convulsivas generalizadas.
Estas respuestas son inhibidas presinapticamente por la activacion de mGIuR-111. Asimismo, la
activacién de estos receptores produce un incremento de las oscilaciones subumbrales de membrana
de interneuronas localizadas en el SL de CA3 de animales epilépticos, pero no de ratas adultas
control. Una posible explicacion al fendmeno que describo, es que la accién del GABA proveniente
de las FM interfiere con la inhibicién ritmica y sincronica generada por la red local de

interneuronas de CA3. La inhibicidn de esta actividad oscilatoria requiere de conexiones intactas



Mario Trevifio Villegas / Tesis Doctoral

entre GD y CA3 puesto que el corte transversal de la proyeccion de las FM impide observar el efecto
desinhibidor mediado por la activacion de mGIuR-111. La modulacion de las oscilaciones p/y por
activacion de mGIuR también se observa en presencia de antagonistas a los iGIUR y es eliminada
por la bicuculina. Finalmente, muestro que la estimulacién repetida del GD a frecuencias 6 (4-10
Hz) y B/y produce, en ratas que tuvieron crisis convulsivas, una mayor cantidad de potenciales de
accion por tren de estimulos en las interneuronas localizadas en el SL, mientras que en las células
piramidales hay una menor cantidad, ambas comparadas con preparaciones obtenidas de ratas
control. De manera interesante, la probabilidad para inducir potenciales de accion en las células
piramidales es minima cuando se estimula al GD a la misma frecuencia B que es potenciada por la
activacién de mGIluR, lo que sugiere resonancia entre ambas entradas GABAérgicas. Concluyo que
la sefializacion GABAérgica proveniente de las FM, después de crisis convulsivas, constituye una
sefial fisiologica relevante que modula tonicamente a la actividad de CA3, posiblemente impidiendo
un mayor aumento de excitacion. Esta sefial inhibidora aberrante podria subyacer a los problemas

de retencidn y consolidacion de memoria que se presentan después de las crisis convulsivas.
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo, las células granulares del giro dentado (GD) del hipocampo, consideradas como
glutamatérgicas (Crawford & Connor, 1972), contienen el ARNm del transportador vesicular para GABA
(VGAT) y expresan a la descarboxilasa del acido glutamico (GADg;), que sintetiza GABA de novo
(revisado en Gutierrez, 2003; 2005). Estos marcadores del fenotipo GABAérgico, son apenas detectados
en la rata adulta (Sandler & Smith, 1991; Sloviter et al., 1996), pero se expresan abundantemente después
de crisis convulsivas (Schwarzer & Sperk, 1995; Sloviter et al., 1996; Lehmann et al., 1996; Ramirez &
Gutierrez, 2001; Gomez-Lira et al., 2002; Gutierrez, 2003; Maqueda et al., 2003). Cuando el fenotipo
GABAZérgico se expresa en estas células, la activacion de sus axones, las fibras musgosas (FM), produce
respuestas monosinapticas glutamatérgicas y GABAZérgicas en sus células blanco localizadas en la region
CA3 del hipocampo: células piramidales e interneuronas (Gutierrez, 2000; Gutierrez & Heinemann, 2001;
Walker et al., 2001; Gutierrez, 2002; Romo-Parra et al., 2003; Gutierrez et al., 2003; Bergersen et al.,
2003; Kasyanov et al., 2004). Estas observaciones confrontan la idea de que las FM constituyan una via
exclusivamente excitadora en el hipocampo. Por ello, decidimos investigar si las FM pueden funcionar
también como una proyeccion inhibidora (GABAérgica) sobre CA3. Mas aun, estudios recientes indican
que, aunado a su funcién inhibidora, la hiperpolarizacion mediada por la activacion de receptores GABA,
(GABA,R) participa en la sincronizacion de las oscilaciones B/y (14-80 Hz) de la zona CA3/CA1 del
hipocampo (revisado en Bartos et al., 2007). De manera interesante, las oscilaciones y producidas por las
redes intrahipocampales han sido implicadas en diversas funciones cognitivas (Freund & Buzsaki, 1996),
pero se desconoce el efecto que tiene la sefializacion GABA¢érgica proveniente de las FM sobre dicha
actividad. En consecuencia, dado que el GD constituye un relevo sinaptico entre la actividad cortical y el
hipocampo, consideramos relevante estudiar el impacto que tiene la cotransmision de glutamato y GABA
de las células granulares del GD sobre la actividad eléctrica poblacional, evocada y espontanea, registrada

en la zona CA3 de rebanadas de hipocampo de rata in vitro.
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EL HIPOCAMPO

La corteza cerebral de los mamiferos esta dividida para su estudio en neocorteza (o isocorteza; v.gr.
prefrontal, somatosensorial, visual), paleocorteza (v.gr. corteza entorrinal, perirrinal) y arquicorteza o
hipocampo (Eichenbaum, 2000). Practicamente todos los modulos neocorticales proyectan hacia las
cortezas perirrinal y entorrinal, mismas que proyectan hacia el hipocampo (figura 1), considerado como la
ultima estructura asociativa cortical (Felleman & Van Essen, 1991; Van Essen & Gallant, 1994). El
hipocampo forma parte del lobulo temporal (los mamiferos tienen dos hipocampos, uno por cada
hemisferio) y participa en el procesamiento de informacion sensorial y su almacenamiento en memoria
(Nadasdy et al., 1999; Ekstrom et al., 2003; Ikegaya et al., 2004). Las principales salidas del hipocampo
regresan al subiculum y a las capas profundas de la corteza entorrinal que comanda la informacion
procesada de vuelta a la corteza (Van Essen & Gallant, 1994; Rolls, 2000; Buzsaki, 2006; Isomura et al.,
2006; Ji & Wilson, 2007). Por esta razon, el hipocampo puede conceptualizarse como un apéndice del
amplio manto cortical, con trafico bidireccional (Buzsaki, 1996; 2006). Estas proyecciones permiten que,
por ejemplo, durante el suefio profundo o bajo anestesia, los patrones de actividad espontanea que
presentan las neuronas neocorticales, atraviesen la corteza entorrinal y lleguen hasta el hipocampo
(Isomura et al., 2006). La organizacion estructural y de proyecciones de la formacion hipocampal ha sido
ampliamente reportada (Claiborne et al., 1986; Amaral & Witter, 1989; Claiborne et al., 1990; Johnston

D. & Amaral D.G., 1998; Eichenbaum, 2000; Vinogradova, 2001; Forster et al., 2006).

11
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Figura 1. La formacion hipocampal. a). Fotografia de una rebanada horizontal de cerebro de rata adulta
(Bregma -5.82 mm) tefiida con violeta de cresilo (para identificar los cuerpos celulares de neuronas y
células gliales). En el corte se identifican estructuras como el estriado (STR), el globo palido lateral (GP),
el nucleo talamico (NT) y el cerebelo (Cb). En la porcion lateral del corte (parte superior de la fotografia),
se localizan la corteza somatosensorial (S2) y auditiva secundarias (AUZ2), asi como la corteza perirrinal
(Prh) y entorrinal (Ent). En linea punteada se encuadra la formacion hipocampal (Hipp). Barra de
calibracién 1 mm. b). Una ampliacién del recuadro que abarca la formacion hipocampal permite observar
dos capas tefiidas que corresponden a los somas de las células granulares (localizados en el stratum
granulosum; Sg) del giro dentado (GD) y a los de las células piramidales (localizados en el stratum
piramidale; sp) del Cuerno de Ammon (CA1-4). Las dendritas apicales de las células piramidales de CA3
se prolongan a lo largo del straum lucidum (sl), radiatum (sr) y lacunosum-moleculare (sIm) mientras que
sus dendritas basales lo hacen hacia el stratum oriens (S0). La distribucion heterogénea de la tincién en el
hilus (h), corresponde probablemente a los somas de células musgosas e interneuronas locales. Se indica
también la localizacion de la corteza entorrinal (Ent), el subiculum (SUB) y la via perforante (VP). Barra
de calibracion 500 um. (Figura adaptada de Paxinos & Watson, 1998).

12
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Evidencia experimental in vivo indica que el hipocampo participa en el procesamiento de informacién
sensorial y en la formacion de memorias relacionadas con la navegacion espacial, indispensable para
muchos de los repertorios conductuales (motrices) que permiten que los animales se desenvuelvan en el
espacio (Wilson & McNaughton, 1993; Ekstrom et al., 2003; Nakazawa et al., 2003; Foster & Wilson,
2006). A partir de registros extracelulares de la actividad de disparo (unitaria) de neuronas de roedores
(O'Keefe, 1976), murciélagos (Ulanovsky & Moss, 2007) y humanos (Skaggs & McNaughton, 1996;
Ekstrom et al., 2003) se ha propuesto que algunas células piramidales del hipocampo (llamadas “place-
cells”) codifican en su patron de disparo la posicion relativa del animal en su entorno (O'Keefe & Recce,
1993) y que estas células, en conjunto, generan una representacion neuronal del entorno visual (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971). Se ha sugerido, ademas, que la repeticion de los patrones de disparo de las place-cells
del hipocampo durante el suefio (Skaggs & McNaughton, 1996) o cuando el animal esta en reposo (Foster
& Wilson, 2006) facilita diversos formatos de plasticidad sindptica (Skaggs & McNaughton, 1996) y la

consolidacién de memoria episodica (Eichenbaum et al., 1999; Wood et al., 1999; Nadasdy et al., 1999).

Al igual que el resto de la corteza cerebral (Peters et al., 1985; Peters & Kara, 1985a; 1985b;
McCormick et al., 1993; Gupta et al., 2000; Tsiola et al., 2003), el hipocampo de los mamiferos contiene
células piramidales glutamatérgicas (Miles, 1990; Ishizuka et al., 1990; 1995) e interneuronas
GABAérgicas (Somogyi et al., 1983; Sik et al., 1995; Freund & Buzsaki, 1996; Miles et al., 1996; Freund
& Gulyas, 1997; Sik et al., 1997; Somogyi & Klausberger, 2005; Bartos et al., 2007). La transmision
excitadora glutamatérgica utiliza dos tipos de receptores: los ionotrdpicos y los metabotropicos. Los
receptores ionotrépicos a glutamato tipo AMPA (AMPAR) y tipo NMDA (NMDAR), poseen propiedades
farmacoldgicas y biofisicas diferentes y producen una sefializacion excitadora rapida mediada por la
generacion de potenciales postsinapticos despolarizantes (Miles et al., 1996). Estos receptores son canales
cationicos permeables a sodio (Na") y a calcio (Ca*") (Mayer & Westbrook, 1987; Hollmann &
Heinemann, 1994). Asimismo, los receptores a kainato son receptores ionotrdpicos a glutamato y su

activacion se asocia con respuestas postsinapticas despolarizantes (Contractor et al., 2000), con excitaciéon

13
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presinaptica de las FM (Kamiya & Ozawa, 2000; Schmitz et al., 2001) y con inhibicidn presinaptica de
interneuronas GABAérgicas (Dingledine et al., 1999). El glutamato puede también actuar sobre receptores
metabotropicos (mGluR) que estan acoplados a sistemas de segundos mensajeros y se dividen en tres
grupos: I, Il y III (Pin & Duvoisin, 1995). La activacion de estos receptores puede producir un control de
la liberacion de glutamato mediante inhibicion presinaptica empleando diferentes mecanismos: i) por una
reduccion de las conductancias de Ca®" dependientes de voltaje (Kamiya & Ozawa, 1999), ii) por
activacion de corrientes de K presinapticas (Conn & Pin, 1997) o iii) por interferencia con la maquinaria
de liberacion (Scanziani et al., 1995). Similarmente, la sefializacion GABAérgica es resultado de la
activacion de dos tipos de receptores: los receptores ionotropicos tipo GABA, (GABA4R), canales
anionicos permeables a cloruro (CI') y a bicarbonato (HCO;') (Bormann et al., 1987; Kaila, 1994) y los
tipo GABAg (GABAgR), receptores metabotropicos acoplados a proteinas G que al activarse modulan
corrientes lentas de K (Bormann, 1988). Una categoria adicional de GABAR, los GABA(R, no seran

abordados en este trabajo (revisados en Barnard et al., 1998).

A diferencia de la poblacién relativamente homogénea de células piramidales del hipocampo
(Amaral & Witter, 1989; Ishizuka et al., 1995), las interneuronas son excepcionalmente diversas en su
morfologia, contenido de péptidos y proteinas moduladas por Ca*" intracelular y propiedades biofisicas
(Freund & Buzsaki, 1996; Kawaguchi & Kubota, 1997; Parra et al., 1998; Somogyi et al., 1998; Gupta et
al., 2000; McBain & Fisahn, 2001; Maccaferri & Lacaille, 2003) asi como en los patrones de conectividad
que presentan con las células piramidales y con otras interneuronas vecinas (Sik et al., 1995; Freund &
Buzsaki, 1996, Somogyi & Klausberger, 2005). Debido, probablemente, a los altos costos metabolicos que
se requieren para construir y mantener funcionando a las proyecciones axonales de largo alcance (Buzsaki
et al., 2004; 2006), el cableado local de la mayoria las interneuronas hipocampales se restringe a un radio
de ~300 um a la redonda (Sik et al., 1995; ver también Watts & Strogatz, 1998). Una aparente relacion
reciproca entre el numero de interneuronas de la region CA1 del hipocampo y el nimero de contactos

postsinapticos que poseen, sustenta esta idea (Sik et al., 1995; Buzsaki et al., 2004). Es decir, las
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interneuronas del hipocampo son, en su gran mayoria, neuronas de “proyeccion local”. Este arreglo
promueve que interneuronas cercanas compartan algunas entradas sindpticas y procesen informacion
similar. Las interacciones sindpticas dentro de una escala espacial de hasta 2 milimetros, suelen ser
reciprocas y pueden ser directas (monosindpticas) o indirectas (polisinapticas) (Van Essen et al., 1992),
permitiendo que la actividad de disparo celular se sincronice en un modo de resonancia comun (Gray,
1999). Por ello, registros extracelulares cercanos (< 500 um) hechos en el hipocampo de la rata adulta,
presentan correlaciones espaciales y temporales altas (v.gr. Shimono et al., 2000; Henze et al., 2000;

Mann et al., 2005b).

Una propiedad adicional que tienen las células del hipocampo es que poseen resonancia
intrinseca subumbral (Pike et al., 2000). Esto se debe a que ciertas interacciones no-lineales entre las
conductancias de diferentes familias de canales idnicos pueden manifestarse generando oscilaciones
subumbrales en el potencial de la membrana celular (Llinas, 1988; Makarenko & Llinas, 1998; Hu et al.,
2002) y esto regula el ritmo preferente con que la células disparan sus potenciales de accion. Es
importante mencionar que las oscilaciones subumbrales poseen también un componente que se genera a
partir de la actividad sinaptica que converge sobre la membrana de las células (Destexhe & Pare, 1999;
Rudolph et al., 2005; Hasenstaub et al., 2005; Oren et al., 2006; Haider et al., 2006; Rudolph et al., 2007).
La “fraccion” intrinseca de las oscilaciones subumbrales se aisla mediante el bloqueo de los receptores
sinapticos y su frecuencia caracteristica se puede determinar mediante una técnica experimental que mide
la resonancia de las neuronas (Puil et al., 1986; Pape & Driesang, 1998; Hutcheon & Yarom, 2000). La
resonancia es el fendmeno que se observa cuando la amplitud de respuesta de un sistema que oscila se
amplifica al estimularlo a su frecuencia natural de oscilacién (Crowell, 1998). Cuando una neurona se
perturba ritmicamente a su frecuencia de resonancia, los flujos de corriente transmembranal se convierten
eficientemente en variaciones del potencial de membrana incrementando la probabilidad de que ésta
produzca potenciales de accidn a esa misma frecuencia (Hutcheon & Yarom, 2000). Por tanto, el potencial

de membrana de las neuronas con oscilaciones intrinsecas actua como un filtro de aquellas frecuencias que
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son diferentes a su frecuencia de resonancia. En el hipocampo de la rata, las células piramidales resuenan
intrinsecamente en un rango de baja frecuencia (2.4 + 0.5 Hz) (Leung & Yu, 1998; Pike et al., 2000; Hu et
al., 2002), mientras que las interneuronas en cesta, de proyeccion perisomatica, poseen resonancia
subumbral intrinseca en la banda B/y (26 + 5 Hz), sensible al bloqueo de canales de Na' (con
tetrodotoxina, 1uM; Pike et al., 2000). De esta forma, las interneuronas en cesta tipicas responden con
mayor precisidn temporal a las entradas que acontecen en frecuencias en la banda y, mientras que las
células piramidales responden confiablemente a entradas sindpticas que ocurren con frecuencias mucho
menores (Hutcheon et al., 1996; Hutcheon & Yarom, 2000; Pike et al., 2000; Fellous et al., 2001;
Markram et al., 2004). Notablemente, la caracterizacion de la resonancia de otros subtipos de

interneuronas del hipocampo no se ha hecho aun.

LAS FIBRAS MUSGOSAS

La informacién proveniente de la corteza entorrinal se transmite a la zona CA3 del hipocampo
directamente a través de la via perforante (Johnston D. & Amaral D.G., 1998) e, indirectamente, una vez
que tiene un relevo sindptico con las células granulares del giro dentado (GD; figura 1), a través de la
proyeccion de sus axones, las fibras musgosas (FM; Crawford & Connor, 1973). Las FM contactan a
células piramidales (Blackstad & Kjaerheim.A., 1961; Urban et al., 2001) e interneuronas del hilus y de
CA3 (Amaral, 1979; Amaral & Dent, 1981; Frotscher, 1985; Frotscher et al., 1994). Estas tltimas, a su

vez, proyectan a las células piramidales, conformando asi el sistema de inhibicion proactiva de CA3.

Las FM parten del hilus y viajan hacia el area CA3 en una capa estrecha llamada stratum lucidum
(SL; figura 1) donde contactan el tercio proximal de las dendritas apicales de las células piramidales de
CA3 (Brown & Johnston, 1983). En este sitio, cada FM hace sinapsis con ~11-18 células piramidales y

con ~40-50 interneuronas cuyas dendritas se localizan también en el SL (Claiborne et al., 1986; Acsady et
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al., 1998). Dado que las células granulares son glutamatérgicas (Crawford & Connor, 1972), la sinapsis de
las FM con sus células blanco en CA3, constituye una proyeccion excitadora, restringida y localizada
(Gloot et al., 1963; Brown & Johnston, 1983). Mds aun, las terminales de las FM que inervan a las
interneuronas y a las células piramidales difieren funcional- (Lawrence et al., 2004) y anatémicamente
(Acsady et al., 1998). Distintos procesos axonales identificados en las FM han sido agrupados en tres
categorias: botones gigantes (4-10 um de didmetro) que forman sinapsis con interneuronas del hilus y con
las dendritas proximales de las células piramidales de CA3 (Amaral & Dent, 1981; Acsady et al., 1998) y
terminales de paso (“en passant”; 0.5-1.5 um de diametro) y filopodios (0.5-2 um de diametro; se
extienden a partir de los botones gigantes), que inervan preferentemente a las interneuronas del SL de CA3
(Acsady et al., 1998). La desigualdad estructural, numérica y funcional de los contactos de las FM hacia
las neuronas de CA3 permite que la estimulacion eléctrica extracelular de baja intensidad de las células
granulares produzca, en las células piramidales y en algunas interneuronas, respuestas sinapticas
compuestas: una combinaciéon de un EPSP monosinaptico, seguido de un IPSP rapido y de corta duracion
mediado por la activaciéon de GABA,R y otro lento, mediado por la activacion de GABAgR (Lacaille,
1991; Cobb et al., 1997). Los IPSPs producidos en CA3 por la activacion de las FM son polisinapticos ya
que se deben al GABA liberado por las interneuronas reclutadas por la excitacion proveniente de las FM
(Lacaille, 1991; Cobb et al., 1997). Debido a este arreglo, los IPSPs asi evocados son bloqueados por los

antagonistas a los iGluR (McCormick et al., 1993; Gutierrez, 2002).

La secuencia EPSP/IPSP registrada en células piramidales de CA3 tras la activacion de las FM
indica que la estimulacion eléctrica de baja intensidad de las células granulares, que produce un EPSP
glutamatérgico en las células piramidales, es suficiente para inducir potenciales de accion en, por lo
menos, algunas interneuronas GABAérgicas responsables de la inhibicion disinaptica registrada (Miles,
1990; McCormick et al., 1993). Aunado a los elementos presinapticos que mantienen elevada la
sefializacion de las FM sobre las interneuronas de CA3, el reclutamiento de las interneuronas se facilita

respecto al de las células piramidales, debido a que: i) poseen alta densidad de AMPAR (~400% de lo
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reportado para las células piramidales; Nusser et al., 1998), algunos permeables a Ca>" (Toth & McBain,
1998; Toth et al., 2000), lo que incrementa considerablemente la conductancia excitadora, ii) tienen mayor
resistencia de entrada (Spruston et al., 1997; Vida & Frotscher, 2000; Romo-Parra et al., 2003) y iii) son
electrotdnicamente mas compactas (Spruston & Johnston, 1992). Asimismo, las interneuronas de
proyeccion perisomatica (interneuronas en cesta), que constituyen la poblacion mas numerosa de
interneuronas en el hipocampo (Buzsaki et al., 2004), poseen proyecciones muy divergentes que contactan
~1000-3000 células postsinapticas (Li et al., 1992; Buhl et al., 1994) y pueden producir rafagas de
potenciales de accion a frecuencias muy superiores a las de las células piramidales. De esta forma, la
activacion de las interneuronas GABAGérgicas por el glutamato proveniente de las FM produce un fuerte
control proactivo de la excitabilidad de CA3. A bajas frecuencias de estimulacion eléctrica del GD (£0.05
Hz), la activacion de las FM resulta en una inhibicidon neta del disparo de potenciales de accion de las

células piramidales de CA3 (Bragin et al., 1995b; Penttonen et al., 1997).

Un control adicional de los efectos excitadores de las FM es mediado por mecanismos de auto-
inhibicion y de inhibicion colateral. La expresion de receptores metabotrdpicos a glutamato (mGluR) del
grupo I y III en las FM (Kamiya et al., 1996; Shigemoto et al., 1996; 1997; Kamiya & Ozawa, 1999),
permite que al ser activados, se inhiba presinapticamente la liberacion de glutamato sobre las células
blanco (Lanthorn et al., 1984; Manzoni et al., 1995; Shigemoto et al., 1996; Maccaferri et al., 1998). Sin
embargo, la afinidad del glutamato por estos receptores es baja (~10 pM-1mM) lo que indica que las
concentraciones de glutamato requeridas para activar estos receptores ocurren solamente durante los
periodos de estimulacion repetida (Lawrence & McBain, 2003) o, en todo caso, mediante el uso de

agonistas mas especificos.

Se ha sugerido que las interacciones sinapticas que acontecen en el GD permiten que esta

estructura funja como una compuerta que limita (Heinemann et al., 1992) y regula (Buzsaki, 1989; Urban

et al.,, 2001) el trafico de actividad cortical hacia CA3. Este mecanismo podria deberse: i) a
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modificaciones sindpticas o intrinsecas de membrana en células granulares (Heinemann et al., 1992) e
interneuronas localizadas en el mismo GD (Johnston D. & Amaral D.G., 1998), ii) a una regulacion
dinamica de las conductancias sinapticas sobre los blancos celulares en CA3 (Buzsaki, 1989; Isomura et
al., 2006) o incluso iii) a un mecanismo de plasticidad de largo plazo que redefina por completo la
sefializacion sinaptica del GD sobre CA3 (Gutierrez, 2003; 2005). Aparentemente, la actividad del GD
afecta a CA3 con dos formatos. Cuando las células granulares se activan a frecuencias vy, por las entradas
provenientes de la corteza entorrinal, transmiten informacion neocortical a través de las FM hacia blancos
selectos de células piramidales en CA3 (Henze et al., 2002) mientras que al mismo tiempo suprimen la
actividad de la poblacion restante al reclutar al mecanismo de inhibicion proactiva (Acsady et al., 1998).
Sin embargo, cuando la actividad neocortical disminuye, las células granules no se activan en la misma
proporcidon. Esto “libera” a CA3 del fuerte control de inhibicion proactiva y permite que los circuitos de
CA3/CA1 produzcan oscilaciones y de manera “espontanea” o endogena (i.e. que no existe evidencia de
un agente externo sensorial que la genere; Llinas et al., 1998). Quiza por esto ultimo, la remocion
quirargica de la corteza entorrinal incrementa aun mas la potencia de las oscilaciones y en la region CA3
(Bragin et al., 1995a). Se plantea entonces que el hipocampo puede operar de forma dependiente e
independiente de la neo/paleocorteza. El sistema CA3/CA1 constituiria un oscilador y intrinseco modulado
por las oscilaciones lentas provenientes del GD. Esto ultimo expande la nocion sobre la funcién de las
células granulares del hipocampo. Sus axones, las FM, son mucho més que un sistema de relevo que, por
medio de mecanismos glutamatérgicos, transmita informacion cortical hacia CA3. Dadas las cualidades
morfolédgicas y biofisicas de las células granulares, resulta razonable pensar que el estudio de la funcion
del GD es critico para comprender la funcion del hipocampo. Paraddjicamente, son las funciones de las
células granulares del GD y sus complejas interacciones con los circuitos de CA3 las que menos se

conocen en el hipocampo (Buzsaki, 1989; 2006).

19



Mario Trevifio Villegas / Tesis Doctoral

BALANCE EXCITACION/INHIBICION

El correcto funcionamiento de las redes neuronales depende de un fino balance entre la excitacion y la
inhibicién. En el hipocampo este balance se mantiene fundamentalmente mediante un sistema de
retroalimentacion negativa (recurrente) y otro de retroalimentacion positiva (proactivo) aportado por el
ensamble de interneuronas inhibidoras (GABA¢érgicas). Ambos sistemas activan GABAARs que producen
un influjo de CI al interior de las células (en el animal adulto, el potencial de inversion de las respuestas
GABA¢érgicas es ~10 mV negativo respecto al potencial de membrana en reposo, de unos -64 mV, de las
células piramidales; Misgeld & Frotscher, 1986; Lacaille & Schwartzkroin, 1988; Lacaille, 1991; Buhl et
al., 1995). De no existir estos sistemas de inhibicion, particularmente en la region CA3, donde el numero
de proyecciones recurrentes excitadoras es alto (Turski et al., 1983; Ben Ari, 1985; Rougier et al., 1992;
Du et al., 1995; Avoli et al., 2002), cualquier incremento en la excitacion externa, o disminucién de la
inhibicién interna, podria generar una avalancha de actividad que promoveria el reclutamiento de la
poblacion entera de células piramidales excitadoras (Hopfield & Tank, 1986; McCormick et al., 1993).
Mas aun, las redes inhibidoras son altamente sensibles a la arquitectura y a los pesos sindpticos (Wang &
Buzsaki, 1996; Traub et al., 1998; Aradi & Soltesz, 2002). Esto permite que el ensamble de interneuronas
opere de manera no lineal y se pueda inhibir alternadamente lo que, en algunos casos, puede manifestarse
como una desinhibicion neta del circuito. Es decir, la funcién inhibidora de un grupo de interneuronas
puede ser silenciada o atenuada por otras entradas inhibidoras, comprometiendo asi, la excitabilidad del
hipocampo (Bilkey & Goddard, 1985). Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, el disparo de las células
piramidales, viene acompafiado de un incremento significativo de la frecuencia de disparo de las
interneuronas, y éstas limitan eficientemente la salida de las primeras (Gulyas et al., 1993; McCormick et
al., 1993; Csicsvari et al., 1998). Los efectos postsinapticos excitadores de una célula piramidal son, en
general, compensados con el nimero total de potenciales postsinapticos inhibidores que recibe a cambio
(Nusser & Mody, 2002; Mody & Pearce, 2004). De esta forma, la efectividad de la inhibicion

perisomatica a través de GABA,R es rotunda y silencia por completo a las células blanco durante decenas
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de milisegundos (>30 ms; Kaila, 1994; Mody & Pearce, 2004; Jonas et al., 2004). Entonces, los patrones
especificos de disparo de las células piramidales hipocampales dependen de la distribucién espacial y
temporal de la inhibicion (Hajos et al., 2004; Somogyi & Klausberger, 2005; Mann et al., 2005b). Ante un
mismo estimulo, las redes neuronales pueden producir diferentes patrones de salida dependiendo del
contexto de la inhibicion (McCormick et al., 1993; Buzsaki & Chrobak, 1995). De forma interesante, si
una interneurona dispara potenciales de accidon regularmente, la activacion ritmica de sus sinapsis genera
fluctuaciones periddicas del potencial de membrana de sus células blanco (Destexhe & Pare, 1999;
Rudolph et al., 2005; Hasenstaub et al., 2005; Oren et al., 2006; Haider et al., 2006; Rudolph et al., 2007).
Si muchas interneuronas disparan potenciales de accion de manera regular y sincrdnica, esta sefial de
salida es amplificada y origina ventanas de excitabilidad incrementada/reducida en una poblacion, aun
mas grande, de células blanco (Wang & Buzsaki, 1996). En ciertos escenarios, la estabilizacion mediada
por los mecanismos de inhibicidon recurrente viene acompaflada de oscilaciones en el potencial de
membrana y en la actividad de disparo de las células contenidas en el circuito (Traub et al., 1999; 2000).
Precisamente, los ritmos hipocampales emergen y persisten cuando las corrientes positivas y negativas se
equilibran fundamentalmente por la arquitectura y la segregacion de los pesos sindpticos (Wang &

Buzsaki, 1996; Bartos et al., 2002; Buzsaki et al., 2004), entre otros factores.

RITMOS y HIPOCAMPALES BASADOS EN LA INHIBICION GABAERGICA RAPIDA

Los ritmos y (30-80 Hz) fueron descubiertos a inicios del siglo pasado en el sistema olfativo del conejo por
Lord Adrian (1925; ver Hodgkin, 1977). Su estudio fue abandonado durante muchos afios, pero
reinaugurado en la década de 1990 (Gray & Singer, 1989; Engel et al., 1990; Kreiter & Singer, 1992). Una
de las hipotesis actuales sugiere que la sincronia en esta banda de frecuencia sirve como mecanismo para
“integrar” la actividad de neuronas de diferentes mddulos —encargados de procesar segregadamente

distintos atributos de un estimulo sensorial- en ensambles operativos que subyacen a la percepcion del
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estimulo (Freund & Buzsaki, 1996; Roelfsema et al., 1997; Traub et al., 1998; Rodriguez et al., 1999; von
Stein et al., 2000). De forma interesante, algunos de los fairmacos que modifican la funcion de las sinapsis
inhibidoras, como el propofol y el midazolam, desarticulan la operacion cortical y disminuyen la amplitud
de las oscilaciones y requeridas para sustentar los procesos cognitivos (Madison & Nicoll, 1988; Kulli &
Koch, 1991; Faulkner et al., 1998; Whittington et al., 1998; Faulkner et al., 1999; Baker et al., 2002).
Asimismo, se ha confirmado que el bloqueo de los GABA4R desincroniza las oscilaciones y corticales
(MacLeod & Laurent, 1996; Laurent, 2002). En linea con lo anterior, registros hechos en hipocampo in
Vivo e in vitro, muestran que la mayor parte de la potencia y extracelular es producida por la actividad de
disparo de interneuronas en cesta positivas a parvalbimina (una proteina que une al Ca’"; Buzsaki et al.,
1983; Kawaguchi et al., 1987; Kosaka et al., 1987; Bragin et al., 1995a; Freund & Buzsaki, 1996; Fisahn
et al., 1998; Penttonen et al., 1998; Csicsvari et al., 2003; Somogyi & Klausberger, 2005; Mann et al.,
2005a; Mann et al., 2005b). Estas tltimas constituyen la poblacion mas numerosa de interneuronas
GABAérgicas del hipocampo (~20% incluyendo las axo-axonicas; Freund & Buzsaki, 1996) y pueden
disparar potenciales de acciéon en rangos de frecuencia que cubren la banda y (Jonas et al., 2004).
Probablemente, el secuestro de Ca®’ intracelular por la parvalbumina, restringe la activaciéon de las
conductancias de K™ dependientes de Ca”", y esto reduce la amplitud de la hiperpolarizacién postpotencial
lo que habilita un patrén de disparo regular (sin adaptacion) que abarca altas frecuencias (Bourne et al.,
2007). Las interneuronas en cesta tienen sinapsis quimicas entre si (Gulyas & Freund, 1996; Freund &
Gulyas, 1997), con otros subtipos de interneuronas (Sik et al., 1995; Tamas et al., 2000) y en algunos
casos se conectan también via sinapsis eléctricas (~2-11% de acople; Tamas et al., 2000; Whittington &
Traub, 2003; Bartos et al., 2007) lo que permite que potenciales subumbrales se propaguen entre células
conectadas y se homogenicen los intervalos interespiga y la frecuencia de disparo de la red neuronal
(Traub & Pedley, 1981; Traub et al., 1996; Gibson et al., 1999; Kopell & Ermentrout, 2004). De esta
forma, el disparo sincrénico de potenciales de accion de la red de interneuronas GABAérgicas durante las
oscilaciones y, produce la inhibicion ritmica de sus células blanco (la constante de tiempo de decaimiento

de los IPSPs varia entre ~10-30 ms; esto fija la frecuencia de oscilacidon entre 30-100 Hz; Soltesz &
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Deschenes, 1993; Whittington et al., 1995; Cobb et al., 1995; Traub et al., 1998; Tamas et al., 2000;
Bartos et al., 2002) y limita las ventanas de oportunidad para que estas Gltimas generen un potencial de
accion. Asi, cuando un grupo de interneuronas activas se sincroniza, la mayoria de las neuronas cercanas,
excitadoras e inhibidoras, seran inhibidas al mismo tiempo y podran producir nuevos potenciales de accion
solo cuando los potenciales inhibidores finalicen (Wang & Buzsaki, 1996; Bartos et al., 2002; Buzsaki et
al., 2004). Se acepta entonces que los circuitos de interneuronas en cesta constituyen el esqueleto de
muchos osciladores cerebrales que operan a diferentes escalas temporales (Csicsvari et al., 1999; Pike et
al., 2000, Whittington et al., 2000; Whittington & Traub, 2003; Buzsaki & Draguhn, 2004). De manera
importante, la correlacion de la actividad de disparo a frecuencias B/y y superiores entre células pre- y
postsinapticas ha sido sugerida como plataforma para inducir plasticidad dependiente del ordenamiento
temporal de los potenciales de accidén ("spike timing dependent plasticity"; Levy & Steward, 1983;

Markram et al., 1997; Zhang et al., 1998; Song et al., 2000).

Las oscilaciones poblacionales requieren del disparo coordinado de muchas neuronas. Sin
embargo, no todas las neuronas involucradas en los circuitos corticales disparan potenciales de accidén
durante la actividad neuronal sincrénica. En el hipocampo, las oscilaciones y pueden mantenerse siempre y
cuando exista una cantidad suficiente de interneuronas que disparen en cada ciclo (probabilidad de
disparo/ciclo < 0.5; Csicsvari et al., 1999; Somogyi & Klausberger, 2005) o con diferente fase respecto a
cada ciclo (Somogyi & Klausberger, 2005). A nivel poblacional, la mayor de las corrientes y se produce
cerca de las capas dendriticas proximales de las células piramidales, donde la mayoria de las terminales
inhibidoras se encuentran localizadas (Shimono et al., 2000; Papp et al., 2001; Mann et al., 2005b). Por el
contrario, la probabilidad de disparo por ciclo de las células piramidales es unas diez veces menor que la
de las interneuronas (probabilidad de disparo/ciclo < 0.04 Somogyi & Klausberger, 2005). Algunos
reportes indican que las oscilaciones y pueden ser generadas por circuitos de interneuronas
independientemente de la contribucion de los EPSPs glutamatérgicos, es decir, se manifiestan o se pueden

inducir en presencia de antagonistas a los iGluR (Whittington et al., 1995; Traub et al., 1996; Fisahn et al.,
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1998; Bracci et al., 1999). Aparentemente, el disparo de las células piramidales no es fundamental para
sostener a las oscilaciones y poblacionales (Buzsaki et al., 2004; Somogyi & Klausberger, 2005). Como ya
se menciond, el disparo de las células piramidales podria servir para computar y almacenar datos
relevantes de ciertas entradas sensoriales (O'Keefe, 1976; O'Keefe & Recce, 1993; Tsodyks et al., 1996;
Foster & Wilson, 2006). Aun asi, la contribucion relativa de una célula piramidal en la produccion de

oscilaciones y hipocampales es un tema poco explorado (Mikkonen et al., 2006).

HIPERSINCRONIA Y CRISIS CONVULSIVAS

Las oscilaciones y espontaneas, que contribuyen con una fraccion de la potencia de los registros
electroencefalograficos (EEG) hechos en el humano, son producidas por las interacciones sinapticas entre
los circuitos talamicos y los corticales (Llinas & Ribary, 1993) y subyacen a diversas funciones cognitivas
(Engel et al., 2001). Una variedad de procesos cognitivos como la atencidn, el reconocimiento visual de
objetos y la memoria, modulan la potencia de las oscilaciones y (Tiitinen et al., 1993; Yordanova et al.,
1997; Fries et al., 2001; Debener et al., 2003; Herrmann et al., 2004a; 2004b). Una propiedad importante
de estas tltimas es que ocurren en diferentes modulos corticales con diferentes retardos (Contreras et al.,
1996; Llinas et al., 1998; Destexhe et al., 1998; Engel et al., 2001; Varela et al., 2001; Isomura et al.,
2006). En términos generales, la sincronizacion absoluta entre neuronas (retardo de fase = 0) se presenta
en areas relativamente pequefias y constituye el substrato funcional para la generacion del EEG y de los
potenciales de campo (Singer, 1993; Destexhe et al., 1999; Nase et al., 2003). La actividad sincrénica de
un grupo de neuronas se propaga hasta el craneo donde diversos electrodos registran su suma espacial
(Steriade et al., 1990). Un aumento de la sincronia entre las neuronas o un incremento del numero de
neuronas con la misma sincronia potencia la amplitud de las oscilaciones registradas en el EEG (Struber et
al., 2000; Varela et al., 2001). En condiciones fisioldgicas, la funcién colectiva de las redes neuronales no

resulta en una sincronizacién excesiva entre modulos. Sin embargo, durante las crisis epilépticas,
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diferentes regiones del cerebro se sincronizan y se comportan como osciladores acoplados (Beldhuis et al.,
1993; Bragin et al., 1997; Finnerty & Jefferys, 2000). Por ello, se considera que la epilepsia es un
desorden funcional del cerebro causado por la descarga neuronal excesiva e hipersincronica a lo largo de
multiples areas cerebrales (espacialmente distribuidas). Durante una crisis convulsiva, el EEG presenta
ondas “epileptiformes” compuestas, basicamente, por ondas lentas (“sharp waves” de 80-200 ms de
duracion) y espigas rapidas (“spikes” de 20-80 ms de duracidn). Al inicio de una crisis epiléptica (ictus),
los potenciales “epileptiformes” se registran solo cerca del sitio focal, donde se produce la actividad
epiléptica (Avoli et al., 2002; Behrens et al., 2005; Buzsaki & Chrobak, 2005). En caso de una segunda
crisis, la actividad hipersincrénica se puede generalizar y propagar a todo el cerebro alterando, incluso, la
actividad de los mddulos encargados del control motriz (Ferrillo et al., 2000; Herrmann & Demiralp,
2005; Meeren et al., 2005). De manera interesante, durante la fase interictal (entre las dos crisis
epilépticas), la actividad espontanea y en pacientes epilépticos tiene una amplitud ~7-10 veces mayor que
en pacientes sanos (Willoughby et al., 2003). Registros intracraneales en pacientes epilépticos muestran
que el inicio de una crisis convulsiva estd precedido por un incremento significativo de oscilaciones de
alta frecuencia (Fisher et al., 1992). Tras la crisis, la potencia de las oscilaciones entre 40-50 Hz se duplica
y la de 80-120 Hz se quintuplica (referenciadas al periodo antes de la crisis; Fisher et al., 1992; Alarcon et
al., 1995). De manera interesante, registros en humanos con epilepsia focal revelan oscilaciones B/y y de
mayor frecuencia cerca del sitio de iniciacion de las crisis convulsivas (revisado en Jefferys, 2003).
Algunos autores, incluso, proponen que la actividad epiléptica en el cerebro es una consecuencia de un
incremento excesivo de las oscilaciones y (Medvedev, 2002). Por supuesto, los cambios en la actividad del

EEG durante y tras las crisis convulsivas suceden en ésta y otras bandas de frecuencia.

A pesar de que la dindmica de las crisis epilépticas depende de las proyecciones de largo alcance
(Steriade & Amzica, 1996; Contreras et al., 1996; Destexhe et al., 1999; Meeren et al., 2005), los
mecanismos que permiten que regiones cerebrales manifiesten actividad epileptiforme se pueden

conservar en preparaciones de cerebro in vitro. Empleando registros extracelulares en rebanadas de
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hipocampo, se ha mostrado que el bloqueo parcial de los receptores GABA, produce eventos
“epilépticos” que se originan en la zona CA3 del hipocampo (Borck & Jefferys, 1999). Las células
piramidales de CA3 estan altamente interconectadas por sinapsis excitadoras recurrentes y su disparo de
potenciales de accion se restringe por la actividad de las interneuronas locales de CA3 (Bragin et al.,
1995b; Penttonen et al., 1997). Por ello, el bloqueo parcial o total de los GABA,R disminuye el control
inhibidor sobre esta estructura y se produce una reaccion en cadena de disparo de potenciales de accion
que hipersincroniza a la poblacion de células excitadoras (McCormick et al., 1993; D'Antuono et al.,
2002). De esta forma, la disminucion de la inhibicion GABAérgica puede fomentar el disparo excesivo de
las neuronas. La hiperexcitacion mediada por la activacion excesiva del sistema glutamatérgico podria
resultar también en hipersincronia (revisado en Jefferys, 2003) acompafiada por un incremento de las

oscilaciones y en el cerebro de la rata (Medvedev et al., 2000).

A la fecha, la terminacién de las crisis convulsivas es uno de los aspectos menos comprendidos
de la epilepsia. Es posible que la intensa actividad de disparo que presentan las neuronas durante las crisis,
produzca cambios en los potenciales de equilibrio de Na*, Ky Ca*" y esto modifique la dinamica de las
corrientes intrinsecas celulares (Traub et al., 1991; 1994; Pinsky & Rinzel, 1994; Stocker, 2004; Bean,
2007). Tras crisis convulsivas, la disminucién dramatica del Ca®" extracelular, el incremento de la
amplitud de ciertas corrientes de K’ y la acidificacion del liquido intersticial, que disminuye la
conductancia de las sinapsis eléctricas (Hormuzdi et al., 2004; Peracchia, 2004), han sido identificados
como mecanismos que previenen el reclutamiento de excitacion recurrente y posiblemente son agentes que
contribuyen con la terminacién de las crisis (Amzica & Neckelmann, 1999; Perez Velazquez & Carlen,
2000; Jefferys, 2003). Asimismo, es posible que un aumento de la sintesis y liberacion de GABA sca
fundamental en la terminacion de las crisis (Schwarzer & Sperk, 1995; Sloviter et al., 1996). Resultados
de nuestro laboratorio indican que las crisis convulsivas habilitan la expresion de un fenotipo
GABAZérgico en las células granulares del hipocampo (revisado en Gutierrez, 2003; 2005). Evidentemente,

esto podria constituir un mecanismo “protector” que contribuya a restaurar la inhibicion de CA3.
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FENOTIPO DUAL GLUTAMATERGICO/GABAERGICO DE LAS CELULAS GRANULARES

A la idea de que “las neuronas liberan s6lo un neurotransmisor” se le conoce comunmente como el
“principio de Dale”, y fue propuesto por Eccles a partir de los trabajos de Dale (Dale, 1935). Al parecer, la
hipotesis original propone que cualquier neurotransmisor (o combinacién de neurotransmisores) que fuera
liberado de una terminal de una neurona, conceptualizada como unidad metabolica, seria liberado por
todas sus demas terminales. Esta configuracion aseguraria que la actividad que se propaga por el axén de
una neurona y llega a sus terminales, fuera transmitida equivalentemente a todos los blancos
postsinapticos, independientemente de la identidad neuroquimica o neuroanatémica de éstos ultimos. Sin
embargo, se han encontrado ejemplos de células del sistema nervioso central de mamiferos que cumplen
con alguna de las siguientes caracteristicas: 1) presentan especializacion/modulacion presinaptica
dependiendo del blanco postsinaptico (Davis & Murphey, 1993; Katz et al., 1993; Scanziani et al., 1995;
Maccaferri et al., 1998), ii) sintetizan diferentes proteinas en diferentes compartimentos (v.gr. sintesis
dendritica de proteinas necesarias para la plasticidad sindptica; Huang & Kandel, 2005; Sutton &
Schuman, 2006), iii) almacenan diferentes neurotransmisores u hormonas en diferentes terminales (Sossin
et al., 1990; Samano et al., 2006), o iv) liberan mas de un neurotransmisor (Jonas et al., 1998; Didier et al.,
2001; Gutierrez et al., 2003; Ottem et al., 2004; Takazawa et al., 2004; Gillespie et al., 2005). Esto
contradice el “principio de Dale”: las neuronas pueden coliberar mas de un neurotransmisor y no siempre
funcionan como una unidad metabdlica (por lo menos en la fase temprana de la potenciacion de largo
plazo; Sutton & Schuman, 2006). Uno de los ejemplos mas representativos de neuronas que coliberan dos
neurotransmisores de accion rapida (i.e. de rapida difusion por su bajo peso molecular) lo conforman las
células granulares en el hipocampo (Gutierrez, 2005). La presencia del ARNm del transportador vesicular
para GABA (VGAT), de la descarboxilasa del acido glutamico (GADg;), que sintetiza GABA de novo, y
GABA en las células granulares del GD (consideradas glutamatérgicas; Crawford & Connor, 1972),
sugiere que el GABA puede ser sintetizado, vesiculado y liberado de las mismas neuronas (revisado en

Gutierrez, 2003; 2005). Estos marcadores se expresan durante las primeras tres semanas postnatales
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(Gutierrez et al., 2003), casi no se detectan en la rata adulta, pero se sobre-expresan después de
incrementos prolongados de excitabilidad (Sandler & Smith, 1991; Schwarzer & Sperk, 1995; Sloviter et
al., 1996; Lehmann et al., 1996; Ramirez & Gutierrez, 2001; Gomez-Lira et al., 2002; Gutierrez, 2003;
Maqueda et al., 2003) y tras emplear protocolos de estimulacion tetanica in vitro de la via perforante
(Gutierrez, 2002). Estudios electrofisioldgicos realizados cuando las células granulares expresan el
fenotipo GABAérgico, muestran que la activacion de las FM produce, ademas de respuestas sindpticas
glutamatérgicas, potenciales/corrientes GABAérgicas (monosinapticas) en sus células blanco: células
piramidales e interneuronas de CA3 (Gutierrez, 2000; Gutierrez & Heinemann, 2001; Walker et al., 2001;
Gutierrez, 2002; Romo-Parra et al., 2003; Gutierrez et al., 2003; Bergersen et al., 2003; Kasyanov et al.,
2004; Safiulina et al., 2005). Esto es posible dado que existen GABA,R postsinapticos frente a las
terminales de las FM (Bergersen et al., 2003). Asimismo, las respuestas GABAérgicas postsinapticas
inducidas por la estimulacion eléctrica de las FM presentan las mismas propiedades fisiologicas y
farmacoldgicas que han sido descritas para la transmision sinaptica glutamatérgica proveniente de esta via:
facilitacion por incremento en la frecuencia de estimulacion, potenciacion de largo plazo independiente de
activacion de NMDARs e inhibicion presindptica por activacion de mGluR (revisado en Gutierrez, 2003;
2005; Nicoll & Schmitz, 2005). En particular, la amplitud de las repuestas GABA¢rgicas postsinapticas es
inhibida por la accion presinaptica del L-AP4 (1 uM), un agonista de los mGluR-III presentes en las FM

(Ohishi et al., 1993; Ohishi et al., 1995; Shigemoto et al., 1996; Shigemoto et al., 1997).

REGISTRO DE POTENCIALES POSTSINAPTICOS EN EL ESPACIO EXTRACELULAR

El espacio extracelular tiene una resistencia finita (~200 Qcm) y puede ser considerado como un sistema
relativamente independiente del espacio intracelular dado a que sus fronteras, las membranas celulares,
tienen alta resistencia (>1 kQcm®). Esto permite que las corrientes generadas por las neuronas viajen de

forma pasiva a lo largo del espacio extracelular. Los efectos capacitivos, inductivos y magnéticos del

28



Mario Trevifio Villegas / Tesis Doctoral

espacio extracelular son practicamente despreciables (a frecuencias <1 kHz) y, por ello, la distribucion
espacial del potencial extracelular estd gobernada por la ecuacion de Laplace (i.e. es un campo
conservativo; Gold et al., 2006). El evento intracelular (somatico) de mayor amplitud es la corriente
rapida, generada por flujos de Na"y K', que produce un potencial de accién en el interior de las neuronas
(monofasico el caso mas simple; Bean, 2007) y una onda trifasica, con una espiga de amplitud negativa,
en el voltaje extracelular localizado a la altura del segmento inicial del ax6n y/o soma. Esto se debe a que
el potencial extracelular es proporcional a la segunda derivada espacial del potencial transmembranal
(Clark & Plonsey, 1966) y refleja la suma lineal de los campos generados por fuentes (corriente positiva
que viaja del espacio intracelular al extracelular) y pozos (corriente positiva que viaja del espacio
extracelular al intracelular) de corriente, atenuados en funcién de la distancia (ley de Coulomb; Mitzdorf,
1985; Gold et al., 2006). Empleando registros simultaneos intra- y extracelulares, hechos en células
piramidales del hipocampo (Henze et al., 2000; Gold et al., 2006), se ha encontrado que la amplitud de la
espiga de campo registrada en el stratum piramidale de CA3 (~1-2 érdenes de magnitud menor que la
sefial intracelular) es proporcional al nimero de células piramidales que disparan potenciales de accion en
sincronia (Buzsaki et al., 1996; Johnston D. & Amaral D.G., 1998). Similarmente, se ha demostrado que
existe una proporcionalidad entre los cambios de la pendiente inicial de los potenciales de campo
registrados cerca de las dendritas apicales, donde se producen las entradas sinapticas, y los de la pendiente
inicial de los potenciales postsindpticos registrados intracelularmente a nivel somatico (Langmoen &
ANDERSEN, 1981; Kirkwood & Bear, 1994a; 1994b). De manera interesante, el filtrado de alta-
frecuencia (“low-pass filter”) que presenta el espacio extracelular, aportado por la capacitancia de las
células (la impedancia de un capacitor disminuye al incrementar la frecuencia), atenia en mayor
proporcion a los eventos rapidos que a las fluctuaciones lentas del voltaje. Como resultado, las sefiales de
campo que producen los potenciales postsinapticos se propagan mucho mas que las espigas de campo.
Mas aun, a diferencia de los potenciales de accion (~2 ms de duracién; Bean, 2007), los potenciales
postsinapticos son de mayor duraciéon y ocurren con mucho mayor frecuencia lo que incrementa la

probabilidad de que superpongan en el tiempo. En conclusion, las corrientes postsindpticas excitadoras (e
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inhibidoras), que producen potenciales postsindpticos subumbrales, son las que definen,
fundamentalmente, a la distribucién del potencial extracelular (Freeman & Nicholson, 1975; Mitzdorf,

1985; Golarai & Sutula, 1996a; 1996b; Berzhanskaya et al., 1998; Kloosterman et al., 2001; Buzsaki,

2006).
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PLANTEAMIENTO DE LAS HIPOTESIS

La evidencia experimental que nuestro laboratorio ha presentado en los tltimos afios confronta la idea de
que las FM constituyan una via exclusivamente excitadora en el hipocampo. Es probable que las FM
funcionen también como una proyeccion inhibidora (GABA¢érgica) y que esto se refleje en la integracion
de la actividad eléctrica poblacional del area CA3. Por lo anterior se plantean las siguientes hipotesis de

trabajo.

Hipotesis I: “Las FM constituyen una proyeccion inhibidora (GABAérgica) en el hipocampo”

La estimulacion eléctrica del GD de rata adulta, cuando las células granulares expresan los marcadores del
fenotipo GABA¢érgico, producird una liberacion masiva de GABA que activard un gran nimero de
GABAAR espacialmente restringidos. Consecuentemente, esto generard una corriente extracelular lo

suficientemente grande como para ser detectada con un registro del potencial de campo.

Hipétesis 11: “La transmision GABAérgica proveniente de las FM modula la actividad espontanea de
CA3”

La liberacion de GABA de las FM sobre las células de CA3 deberia reflejarse como una alteracion de las
oscilaciones de campo espontaneas de CA3. Dado que las interneuronas constituyen el principal blanco
postsinaptico de las FM (Amaral et al., 1990; Acsady et al., 1998), se espera que la sefial GABAérgica
proveniente de esta via module primordialmente la actividad de disparo y/o subumbral de las

interneuronas de CA3.
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OBJETIVOS

e Caracterizar farmacolégicamente los componentes de los potenciales de campo evocados en
la region CA3 por la estimulacion del GD en ratas adultas control y en animales que

tuvieron una o varias crisis convulsivas.

0 Caracterizar el efecto de la emergencia de la sefial GABAérgica de las FM, producida
por crisis convulsivas: i) en la inhibicidn proactiva de la region CA3 empleando un
protocolo de pulsos pareados y ii) en la inhibicién de las FM mediada por la activacion

de GABAR presinapticos.

e Caracterizar farmacolégicamente el efecto de la emergencia de la sefial GABAérgica de las
FM, producida por las crisis convulsivas, en la actividad espontanea de campo en la zona

CAS.

0 Determinar el efecto de la inhibicién selectiva de la transmision GABAérgica

proveniente de las FM en la actividad espontanea de campo en la zona CA3.
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METODOS

Para los experimentos se usaron ratas adultas macho de la cepa Wistar de ~230-280 gr. de peso. Las crisis
convulsivas fueron producidas por “kindling” eléctrico in vivo (Gutierrez & Heinemann, 2001) o por
inyeccion unica de pentilenetetrazol (PTZ, 60 mg/kg i.p.; Gutierrez, 2000). Media hora después de la crisis
convulsiva, las ratas fueron anestesiadas, decapitadas y sus cerebros fueron extraidos. Posteriormente, se
cortaron rebanadas combinadas de corteza-hipocampo (400 pm) y fueron sumergidas en liquido
cefalorraquideo artificial (LCRA) oxigenado. La composicion del LCRA fue (en mM): 129 NaCl, 3 KClI,
1.25 NaH,PO,, 1.8 MgSOy, 1.6 0 0 CaCl,, 20 NaHCO; y 10 glucosa; pH = 7.35 (a 33° C). Los registros
fueron hechos en una camara de interfase liquido-aire, con perfusion continua de LCRA oxigenado a 34°C
(1 ml/min) por lo menos una hora después de cortar las rebanadas. Para los registros extra- e intracelulares
se usaron microelectrodos de borosilicato de 8-12 MQ llenos con NaCl (155 mM) y de 70-90 MQ llenos
con acetato de potasio (2 M), respectivamente. Todas las células que se registraron intracelularmente se
localizaron en la region CA3a-b (i.e. porcion distal respecto al GD; Ishizuka et al., 1995). Para algunos
experimentos, el GD fue separado del area CA3 con un corte hecho con un escalpelo desde el extremo
distal de la hoja superior al extremo distal de la hoja inferior del GD, a través del hilus. Estas rebanadas se
mantuvieron en la camara de interfase liquido-aire por lo menos 4 h antes de comenzar su registro. Para
evocar respuestas sinapticas, se aplicaron pulsos de corriente de 0.1 ms a una frecuencia de 0.05 Hz con un
electrodo bipolar de platino situado en la capa granular del GD o en el stratum radiatum de la zona CA3.
Las respuestas antidromicas registradas en el GD fueron evocadas de la misma manera por estimulacion
eléctrica del SL. Para cada experimento se determinaron curvas de intensidad de estimulo vs. amplitud de
respuesta y se fijo la corriente de estimulacion a un valor que evocara el 60% de la maxima respuesta de
campo obtenida en LCRA control. Los experimentos con rebanadas de ratas tratadas con PTZ o sometidas
a “kindling” eléctrico in vivo, fueron hechos en presencia de pirenzepina para evitar la contribucion
generada por la activacion de la proyeccion colinérgica a CA3 (Gutierrez & Heinemann, 2001; Romo-

Parra et al., 2003). Las drogas utilizadas fueron diluidas en el LCRA. Se usaron antagonistas a los
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receptores: tipo NMDA (APV, 30 uM; Tocris, Ballwin, MO), tipo no-NMDA (NBQX, 10 pM; Tocris),
colinérgicos tipo M1 (pirenzepina, 10 uM; Research Biochemicals, Natick, MA), y GABA, (bicuculina,
20 uM; Sigma, St. Louis; picrotoxina, 100 uM; Tocris). Asimismo, se emplearon agonistas para los
receptores metabotrdpicos a glutamato (mGlIuR) tipo I (DCG-1V, 10 uM; Tocris) y tipo III (LAP-4, 1 uM;
Tocris). Las sefiales electrofisiologicas registradas fueron amplificadas (Axoclamp 2B; Molecular
Devices, Palo Alto, CA), digitalizadas (Digidata 1200, Molecular devices), adquiridas (pClamp8; Axon
Instruments) y exportadas a MATLAB (MathWorks, Inc.) para su analisis, que comprendid: andlisis de
densidad de corriente en una dimensién ("Current Source Density Analysis"; Freeman & Nicholson,
1975), analisis de correlacion, espectros de potencia y espectrogramas (Torrence C & Compo GP, 1998).
Mediante una interfaz grafica se calcularon los valores maximo, promedio y area bajo la curva para
diferentes ventanas de frecuencia definidas por el usuario. Adicionalmente, se realizo el analisis espectral
de la actividad subumbral espontdnea de células piramidales e interneuronas registradas previamente en
nuestro laboratorio (Gutierrez, 2000; Romo-Parra et al., 2003; Vivar & Gutierrez, 2005) y se compar6 con
los espectros obtenidos de los registros extracelulares. Las graficas de grupo representan el valor promedio
+ s.e.m. Las pruebas estadisticas que se emplearon incluyeron analisis de varianza de una via, prueba t de
Student y pruebas de comparacion multiple con valores criticos dados por criterios de Tukey-Kramer,

Scheffé y Kruskal-Wallis. La significancia se fijo en p < 0.05.
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RESULTADOS

Los resultados que cubren los objetivos de esta tesis se presentan en los siguientes articulos.

e Trevino M., Gutierrez R., (2005). THE GABAERGIC PROJECTION OF THE DENTATE
GYRUS TO HIPPOCAMPAL AREA CA3 OF THE RAT: PRE- AND POSTSYNAPTIC

ACTIONS AFTER SEIZURES. J. Physiol 567:939-949.

En este trabajo describimos que, después de la induccion de una o varias crisis epilépticas in vivo,
la estimulacion eléctrica del GD produce respuestas sinapticas de campo mediadas por la
activacion de receptores GABA,. En preparaciones de ratas control, las respuestas de campo en
CA3 son deprimidas por la activacion de mGIuR-II pero no de mGluR-III y son bloqueadas por
antagonistas a los iGluR. Sin embargo, después de crisis convulsivas, las respuestas de campo del
SL de CA3 a la estimulacion del GD no son completamente bloqueadas por antagonistas a los
iGluR: el componente sinaptico remanente es bloqueado por el antagonista de los receptores
GABA,, la bicuculina. Estos “potenciales de campo GABAZérgicos” presentan facilitacion al
cambiar la frecuencia de estimulacion del GD de 0.05 a 1 Hz y son fuertemente inhibidos por la
activacion de mGluR-III. Asimismo, encontramos que la sefializacion GABAérgica proveniente
de las FM produce inhibicion presinaptica por la activacion de receptores GABA, localizados en
las mismas FM. Concluimos que las respuestas poblacionales GABAérgicas pueden ser
registradas en CA3 debido a que la estimulacion eléctrica del GD produce la liberacion
simultanea de GABA de un niimero considerable de botones de las FM. Ademas, estas respuestas
postsindpticas estan espacialmente restringidas en el SL, sitio donde las FM convergen y hacen
contacto con las dendritas apicales de las células piramidales de CA3. En conjunto, estos
resultados aportan evidencia de que las FM pueden funcionar como una proyeccion dual
glutamatérgica/GABAérgica en el hipocampo de ratas que presentaron crisis convulsivas,

mientras que en ratas control, la transmision de las FM es exclusivamente glutamatérgica. Mas
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aun, mostramos que el control de la liberacion de GABA es selectivamente ejercido por mGluR-
III. La liberacion de GABA, evocada por la estimulacion eléctrica de esta via produce efectos de
campo pre- y postsinapticos que modifican la actividad de campo de la zona CA3. Esto sugirio
que la actividad espontanea de las células granulares podria tener un efecto sobre la actividad
oscilatoria espontanea de CA3. Esto es analizado en la segunda parte de los resultados,

presentados a continuacion.

Trevino M., Vivar C., Gutierrez R., (2007). B/y OSCILLATORY ACTIVITY IN THE CA3
HIPPOCAMPAL AREA IS DEPRESSED BY ABERRANT GABAERGIC TRANSMISSION

FROM THE DENTATE GYRUS AFTER SEIZURES. J Neurosci 27(1):251-9.

En este trabajo reportamos que la transmision GABAérgica proveniente del GD, presente después
de provocar crisis epilépticas, deprime las oscilaciones B/y de la zona CA3. La actividad
oscilatoria en esta region es consecuencia de la excitacion recurrente entre células piramidales
que son inhibidas ritmicamente por la red local de interneuronas. A partir de los resultados que
obtuvimos en el trabajo anterior, nos preguntamos si la transmision GABA¢érgica proveniente del
GD, después de crisis convulsivas, produciria algun efecto en las oscilaciones espontaneas de
campo de la zona CA3. Encontramos que, en ratas epilépticas, pero no en ratas adultas control, el
GD produce una inhibicion tonica de las oscilaciones y de campo en CA3, mediada por la
activacion de receptores GABA,. Esta inhibicion se evidencio al activar receptores a mGluR-I11,
con L-AP4 (10 uM), lo que increment6 la potencia espectral de las oscilaciones de la banda B/y
(~25 Hz) en la zona CA3. Esta modulacion fue prevenida al realizar un corte perpendicular de las
FM, lo que confirma la accién presinaptica de los agonistas que empleamos. La modulacién de la
actividad B/y en CA3 por la activacion de mGluRs, se observd también en presencia de

antagonistas a los iGluR y fue bloqueada por la bicuculina. Mostramos ademas que en rebanadas
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de ratas epilépticas perfundidas con LCRA, la estimulacion eléctrica del GD a frecuencias de 10,
20 y 50 Hz produce una suma de EPSPs y potenciales de accion en interneuronas localizadas en
el SL, mientras que en las células piramidales de CA3 se observa una suma de IPSPs. Lo opuesto
sucede en preparaciones control. Como ha sido previamente reportado por nuestro laboratorio, la
activacion del GD en presencia de antagonistas a los iGluRs produce potenciales monosinapticos
mediados por la activacion de receptores GABA, en células piramidales e interneuronas de CA3.
Estas respuestas fueron deprimidas por la activacion de mGIuR-III e, interesantemente, la
activacion de estos receptores produjo un incremento de las oscilaciones subumbrales en la
misma banda espectral que fue afectada en los registros de campo de rebanadas de ratas
epilépticas, pero no de ratas adultas control. Concluimos que la sefializacion GABAérgica
proveniente de las FM constituye una sefial fisiologica relevante que modula la actividad
oscilatoria de CA3. Se sugiere que esta sefial inhibidora aberrante puede subyacer a los
problemas de retencion y consolidacion de memoria que se presentan después de las crisis

convulsivas.
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DISCUSION

Los resultados de esta tesis apoyan la hipétesis de que las crisis epilépticas activan un mecanismo que
permite que las células granulares del GD del hipocampo de ratas adultas expresen los mecanismos de
sintesis y liberacion de GABA y que, en consecuencia, puedan liberar GABA de sus terminales, las FM.
El fenotipo GABAérgico se expresa transitoriamente en estas células con incrementos sostenidos de
excitabilidad (Gutierrez & Heinemann, 2001; Gutierrez, 2002). En los experimentos que se realizaron
durante este trabajo de tesis, la expresion del fenotipo GABAérgico de las células granulares se produjo
mediante “kindling” in vivo (Gutierrez & Heinemann, 2001) o mediante la induccion una crisis convulsiva
generalizada in vivo por la inyeccion intra-peritoneal de un agente convulsivante (PTZ, 60 mgkg";
Gutierrez, 2000). Ambos métodos inducen la sobre-expresion de GADg; y el ARNm del VGAT en las
células granulares del hipocampo de la rata (Schwarzer & Sperk, 1995; Gutierrez & Heinemann, 2001;
Lamas et al., 2001; Ramirez & Gutierrez, 2001; Gomez-Lira et al., 2002; Gutierrez, 2002; Maqueda et al.,
2003) y la activacion de las FM produce respuestas monosindpticas glutamatérgicas y GABAGérgicas
simultaneas en las células piramidales e interneuronas de CA3 (Romo-Parra et al., 2003). Empleando
registros extracelulares con electrodos situados en el SL de CA3, identificamos que la estimulacion
eléctrica de las FM, en rebanadas de hipocampo de ratas adultas control, produce respuestas sinapticas de
campo, dependientes de la activacion de los iGluR. Los componentes sinapticos de estas respuestas son
completamente eliminados por antagonistas a los iGIuR o por la perfusién de un LCRA bajo en Ca™"; la
sefial de campo remanente constituye la salva aferente. Sin embargo, en ratas a las que se les produjo una
o varias crisis convulsivas, la activacion de las FM en presencia de estos antagonistas, produce
componentes en los potenciales de campo registrados en el SL y potenciales postsinapticos registrados en
células piramidales e interneuronas de CA3, dependientes de la activacion de GABA,R. Cuando los iGluR
son bloqueados con antagonistas APV (30 uM) y NBQX (10 uM), se bloquean todos los componentes
excitadores y se previene la inhibicion polisinaptica (i.e. no se activan interneuronas locales de CA3; Sik

et al., 1994; Weisskopf & Nicoll, 1995; Gutierrez, 2000; Gutierrez & Heinemann, 2001; Gutierrez, 2002;
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Romo-Parra et al., 2003). De esta forma se aisla la sefial GABAérgica proveniente de las FM. Las
interneuronas GABAérgicas que se localizan en el GD y que son activadas por la estimulacion eléctrica
del GD no proyectan sus axones mas alla del hilus (Sik et al., 1997) y no existe evidencia que indique que
una interneurona local del GD proyecte su axon hasta la zona CA3a-b del hipocampo, donde se realizaron
los registros de esta tesis. En conjunto, esta informacién apoya fuertemente que las sefiales GABAérgicas
registradas en CA3 son monosinapticas y provienen de las FM. Esto ha sido corroborado por otros grupos
de investigacion (Walker et al., 2001; Kasyanov et al., 2004; Safiulina et al., 2005). Para detectar
“potenciales de campo GABAérgicos” registrados en CA3 se requiere de la activacion de una entrada
sinaptica que libere masivamente GABA en un sitio localizado. Con el analisis de la densidad de corriente
de las respuestas extracelulares glutamatérgica y GABAérgica (aisladas farmacoldgicamente) evocadas
por la activacién de las FM, confirmamos que ambas sefiales son generadas en el mismo sitio: el SL. En
esta capa, las FM hacen contacto sindptico con las dendritas apicales proximales de las células piramidales

de CA3.

Los “potenciales de campo GABAérgicos” evocados por la estimulacion eléctrica del GD poseen
las caracteristicas fisioldgicas y farmacologicas reportadas para la transmision sinaptica excitadora
proveniente de las FM: facilitacion por frecuencia, e inhibicion presinaptica por la activacion de mGluR-
III. Notablemente, las “respuestas de campo GABA¢érgicas” presentan una facilitacion por incremento en
la frecuencia de estimulacion de menor proporcion (<200%) que lo reportado para las sefiales
glutamatérgicas (~300%; revisado en Nicoll & Schmitz, 2005). Esto concuerda con reportes que indican
que el GABA esta menos concentrado que el glutamato en los botones de las FM (Bergersen et al., 2003).
Asimismo, la facilitacion por frecuencia de los “potenciales de campo GABA¢érgicos” registrados en CA3
(mediada por incremento en la frecuencia de estimulacién de las FM de 0.1 a 1 Hz), en las preparaciones
de rebanadas de rata que fueron epileptizadas in vitro o in vivo, fue 20% mas pronunciada que la que
observamos en el grupo de animales que tuvieron una sola crisis convulsiva. Esto concuerda con los

niveles de expresion de GABA, GADg; y ARNm de VGAT reportado para las células granulares en estas
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condiciones (Lamas et al., 2001; Ramirez & Gutierrez, 2001; Gomez-Lira et al., 2002; Gomez-Lira et al.,
2005). Las “respuestas de campo GABA¢érgicas” presentaron inhibicidn presinaptica por la activacion de
mGluR-III (revisado en Gutierrez, 2003; 2005). Estos receptores se expresan en las FM de la rata (Ohishi
et al., 1993; Ohishi et al., 1995; Shigemoto et al., 1996; Shigemoto et al., 1997) y su activacion ha sido
empleada para inhibir las contribuciones de la sefializacion GABA¢érgica de las FM sobre sus blancos
postsinapticos en CA3 (Gutierrez, 2000; Gutierrez & Heinemann, 2001; Walker et al., 2001; Gutierrez,
2002; Romo-Parra et al., 2003; Gutierrez et al., 2003; Kasyanov et al., 2004; Safiulina et al., 2005). En
este trabajo confirmamos que la sensibilidad de las FM al L-AP4 (20 uM) constituye una de las
propiedades de la transmision GABAérgica proveniente de las FM (Gutierrez, 2002). Esto nos permitio
identificar la contribucion de la transmision GABAérgica de las FM sobre la integracion de la actividad
eléctrica espontanea en CA3. Se ha sugerido que la liberacion de glutamato y GABA de las FM esta
sometida a una modulacion presindptica diferencial (Gutierrez, 2002; 2003). Evidencia
inmunohistoquimica muestra que los receptores metabotrépicos a glutamato del grupo III se localizan en
zonas activas de sinapsis simétricas (GABA¢érgicas) mientras que el grupo II, en las porciones terminales
de las FM (Ohishi et al., 1995; Shigemoto et al., 1996; 1997). Sugerimos entonces que la activacion
especifica de cada uno de estos receptores brinda un control presinaptico especifico para regular la sefial
sinaptica de las FM sobre CA3. La facilitacion dependiente de la frecuencia de estimulacion y la
potenciacion de largo plazo independiente de receptores NMDA (revisado en Nicoll & Schmitz, 2005) son
propiedades fisiologicas distintivas de la transmision sindptica excitadora que producen las FM del
hipocampo. Esto sugiere que los receptores presinapticos de las FM se activan y desactivan de acuerdo a
mecanismos dependientes de actividad (Walker et al., 2001; Gutierrez et al., 2003; 2005). Por ello, es
posible que los protocolos de estimulacion de alta frecuencia que se emplean para controlar las crisis
convulsivas en pacientes epilépticos (revisado en Durand & Bikson, 2001) tengan una relacion con la
induccion de plasticidad fenotipica, quizd de largo plazo, en proyecciones neuronales como las FM.
Similarmente, se ha mostrado que los pacientes con epilepsia del 16bulo temporal presentan una sobre-

expresion de mGIuR-IIT en el GD (Lie et al., 2000) y esto podria modular la vulnerabilidad de las
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neuronas hipocampales a la generacion de una nueva crisis convulsiva. Los resultados de nuestro
laboratorio nos permiten sugerir que la activacidon excesiva de estos receptores podria inhibir la liberacion
de GABA de las FM y contribuir a la generacion de un estado de hiperexcitabilidad. Por lo tanto, es
posible que un tratamiento farmacologico diferencial, que active ténicamente a los mGIuR-II y que
bloquee los mGIluR-III constituya una herramienta 1til para el tratamiento de la epilepsia de 16bulo

temporal.

La observacion de que las FM poseen receptores GABA, (Ruiz et al., 2003) nos hizo suponer
que, después de crisis epilépticas, la liberacion de GABA de las FM podria inhibir presinapticamente a
otras FM colaterales. Los resultados de esta tesis muestran que esto es factible. Ha sido propuesto que la
inhibicién colateral de las FM se produce primordialmente por el glutamato. La estimulacion a alta
frecuencia de esta proyeccion produce la acumulacion de glutamato en el espacio extrasinaptico que activa
mGluRs y receptores a kainato presinapticos (Min et al., 1998; Vogt & Nicoll, 1999; Schmitz et al., 2001).
Nuestros resultados expanden esta nocion e indican que la transmision GABAérgica de las FM activa
GABA 4R presinapticos localizados en las FM (Ruiz et al., 2003; Nakamura et al., 2007) lo que produce
inhibicidon colateral de otras FM. La sefial GABAérgica de las FM incorpora un elemento inhibidor
adicional en la integracion de la actividad postsinaptica en CA3. Se ha demostrado que la varianza de las
sefiales inhibidoras que producen las interneuronas controla la frecuencia de disparo de las células
piramidales. En consecuencia, es probable que, como ha sido demostrado con redes artificiales de
interneuronas en cesta, el grado de heterogeneidad de la sefial GABAérgica proveniente de las FM module

la eficacia de la inhibiciéon en CA3 (Aradi & Soltesz, 2002; Aradi et al., 2002).

Empleando registros poblacionales y mediante un protocolo de pulsos pareados, mostramos que
el area CA3 no se desinhibe a pesar de que la sefializacion GABAérgica de las FM se manifiesta después
de estados de hiperexcitabilidad en células piramidales e interneuronas. Probablemente ésto se deba a la

fina compartamentalizacion que las FM tienen con células piramidales e interneuronas en esta region. Esto
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permite que las FM sigan excitando a las interneuronas encargadas de producir inhibicion proactiva. De
esta forma, la sefial inhibidora proveniente de las FM produce un efecto inhibidor neto sobre CA3
(Gutierrez & Heinemann, 1999; Romo-Parra et al., 2003). Empleando registros intracelulares y respuestas
poblacionales de campo, mostramos que la accion inhibidora de la liberacion de GABA de las FM se

incorpora con los efectos inhibidores que producen las interneuronas reclutadas por la activacion de las

FM.

Nuestros resultados indican que la estimulacion del GD provoca respuestas de campo
GABAérgicas en CA3 y que esto modifica la actividad espontanea de CA3. En animales adultos que
tuvieron crisis epilépticas, las oscilaciones B/y en la zona CA3 son inhibidas tdénicamente por la
transmision GABAérgica espontanea proveniente de las FM. En el animal adulto, la sefial GABA¢érgica de
las FM aparece solo después de crisis epilépticas y opera en la direccion inhibidora ya que: i) la activacion
de las FM produce respuestas monosinapticas hiperpolarizantes en células piramidales e interneuronas de
CA3 (Gutierrez, 2000; Gutierrez & Heinemann, 2001; Romo-Parra et al., 2003), ii) a pesar de que las
interneuronas reciben la entrada GABAérgica de las FM, CA3 no se desinhibe y iii) por que la activacion
de mGIuR-III presinapticos disminuye la entrada GABAérgica de las FM sobre CA3 y potencia la
amplitud de las oscilaciones B/y en esta region. Asimismo, el hecho de que esta modulacion requiera que
la proyeccion de las FM a CA3 esté intacta, confirma que el efecto de la activacion de los mGluR-III es
presinaptico. Similarmente, tras crisis convulsivas, la activacion de mGluR-III, en presencia de iGluR,
potencia el componente [3 de las oscilaciones de campo y subumbrales de membrana de interneuronas del
SL de la zona CA3. Estas interneuronas proyectan sus terminales hacia la region perisomatica de las
células piramidales (Somogyi et al., 1983; Freund, 2003) y participan fundamentalmente en la generacion
de las oscilaciones B que registramos en el espacio extracelular (Bragin et al., 1995a; Fisahn et al., 1998;

Penttonen et al., 1998; Csicsvari et al., 2003; Jonas et al., 2004; Mann et al., 2005a; Mann et al., 2005b).
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La estimulacion eléctrica del GD a frecuencias “fisiologicamente relevantes” (1, 10, 20, 50 Hz)
revela que al hacerlo en el rango B (20 Hz), se produce una restricciéon maxima para evocar potenciales de
accion en las células piramidales de CA3. Esto se debe a que las propiedades intrinsecas de resonancia de
las interneuronas en cesta (Pike et al., 2000), permiten que la despolarizacion ritmica de su membrana a
frecuencias P se traduzca en una maxima probabilidad de disparo, lo que produce la liberacion de GABA
y la activacion de GABA,Rs localizados en las células piramidales. Dado que la sefial GABAérgica
proveniente de esta proyeccion no elimina el componente de inhibicidén proactiva sobre CA3, es posible
que este protocolo de estimulacion maximice la inhibicion neta sobre las células piramidales de CA3, esto
al conjuntar las sefiales inhibidoras provenientes de las vias mono- y disinaptica. Es posible que la
liberacion simultanea de glutamato y GABA de las FM sobre CA3 produzca transferencias de carga
sinaptica que difieren dependiendo de la frecuencia de estimulacion de las FM (Jung & McNaughton,
1993; Bragin et al., 1995b; Penttonen et al., 1997; Arabadzisz & Freund, 1999; Lawrence & McBain,
2003; Mori et al., 2004) y del tipo de neurona postsinaptica que se registra (Bergersen et al., 2003;
Lawrence & McBain, 2003; Safiulina et al., 2005). Una fina segregacion en el contenido y liberacion de
glutamato/GABA de las FM con interneuronas y células piramidales de CA3 (Walker et al., 2001;
Gutierrez, 2002; Romo-Parra et al., 2003; Bergersen et al., 2003; Safiulina et al., 2005) podria explicar
esto ultimo. Los experimentos y analisis que actualmente realizamos nos sugieren que precisamente esto
es lo que sucede. El siguiente esquema (figura 2) integra nuestros resultados en un modelo que explica el
balance excitacion/inhibicion en la zona CA3 del hipocampo en condiciones control y su modificacion

después de crisis convulsivas.
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Figura 2. La actividad oscilatoria B/y en la zona CA3 del hipocampo se inhibe por la transmisién
GABAérgica aberrante proveniente de las FM. a). CA3 es un oscilador enddgeno que recibe entradas
glutamatérgicas provenientes de los botones de las FM. La activacion de los mGluR-II presinépticos por el
agonista DCG-IV, inhibe la liberacién de glutamato de las FM y deprime significativamente la actividad
oscilatoria registrada en CA3 (columna negra). Sin embargo, la activacion de los mGluR-III presinapticos
por el agonista L-AP4, produce apenas una pequefia inhibicion de esta actividad (columna blanca). b). En
ratas que tuvieron crisis, la activacion de los mGIluR-III presinapticos con el L-AP4, que inhiben la
liberacion de GABA de las FM, produce un incremento significativo de las oscilaciones en la banda
B/y (columna blanca). Esto desenmascara el control inhibidor tdénico que producen las FM sobre la
actividad oscilatoria de CA3. Este control se produce sobre un oscilador que depende de la activacion de
GABARs puesto que se observa en presencia de antagonistas a los iGluRs (c, d). c. En efecto, en
presencia de antagonistas a los iGluRs, las actividad B/y dependiente de la activacion de GABA4Rs puede
ser registrada extracelularmente como oscilaciones poblacionales e intracelularmente como oscilaciones
subumbrales en el potencial de membrana de interneuronas y, en menor proporcion, células piramidales de
CA3. d). La activacion de los mGIuR-III, inhibe la liberacion de GABA de las FM y remueve la inhibicion
que éstas producen sobre las oscilaciones B/y (flechas) en la zona CA3 del hipocampo. Esto se refleja en
las oscilaciones subumbrales de membrana de las interneuronas, principalmente.
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IMPLICACIONES FUNCIONALES

La arquitectura con alto numero de proyecciones excitadoras recurrentes hace que la zona CA3 del
hipocampo sea una estructura especialmente propensa para generar eventos epileptiformes (Turski et al.,
1983; Ben Ari, 1985; Rougier et al., 1992; Du et al., 1995; Avoli et al., 2002). Evidencia experimental in
vitro sugiere que la sincronizacion epileptiforme se origina en la corteza entorrinal y se propaga hacia el
hipocampo a través de la via perforante y del GD (Avoli et al., 2002). Paradodjicamente, la iniciacion y el
mantenimiento de las descargas ictales depende de la activacion de GABAAR (Avoli et al., 2006). La
sincronia local en las estructuras por las que se propaga la actividad epileptiforme depende de la
transmision GABA¢érgica ritmica y sincréonica generada por las redes locales de interneuronas (Traub et
al., 2004; Buzsaki et al., 2004; Bartos et al., 2007). Sin embargo, después de periodos de intensa
actividad, las células granulares del GD expresan el fenotipo GABAérgico (revisado en Gutierrez, 2003;
2005). La sintesis y liberacion de GABA proveniente de las FM esta precedida y requiere de la entrada de
Ca®" a las células granulares y de la sintesis de proteinas (Gutierrez, 2002; Romo-Parra et al., 2003;
Gomez-Lira et al., 2005). La sefial GABAérgica de las FM, con diferente nivel de ruido, en términos de
amplitud y frecuencia, podria modificar la dinamica de la inhibicién ritmica y la integracion de las
entradas excitadoras en CA3. Dependiendo de estos parametros, la liberacion de GABA de las FM
operaria marginalmente como una fuente de ruido sinaptico, y de esta forma, regularia la operacion de
CA3, en particular limitando la regeneracion de eventos epileptogénicos (Aradi & Soltesz, 2002; Traub et
al., 2004). Notablemente, registros in vivo indican que la actividad oscilatoria entre el GD y CA3 esta
débilmente acoplada (Csicsvari et al., 2003). A pesar de que nuestros resultados in vitro apoyan en parte
este escenario, también indican que la transmision GABAérgica proveniente del GD constituye una sefial
fisioldgica relevante que modula la actividad espontdnea de CA3 probablemente al interferir con el flujo
de informacién de la corteza entorrinal hacia el hipocampo. Las crisis convulsivas generalizadas vienen
acompafiadas de un periodo de depresion (depresion post-ictal), durante y tras el cual se desarrollan

déficits cognitivos (Zeman et al., 1998; Vingerhoets, 2006). Es posible que la depresion post-ictal sea una
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consecuencia de los mecanismos inhibidores, responsables de finalizar la crisis epilépticas (Blumer D.,
1992). La inhibicidn de la zona CA3 por el GABA liberado de las FM tras crisis convulsivas constituye un
mecanismo que podria explicar estos déficits. No solo la transferencia de informacion del GD hacia la
zona CA3 es mas compleja después de una crisis epiléptica (Gutierrez & Heinemann, 2001) por medio de
un mecanismo de filtrado (Heinemann et al., 1992) sino que las acciones del GD también modifican
tonicamente la actividad espontdnea del circuito de neuronas de CA3. La capacidad de expresar el
fenotipo GABA¢érgico de las células granulares, le confiere al hipocampo una capacidad de adaptacion
notable ya que esta nueva entrada inhibidora tiende a contrarrestar el exceso de excitacion en CA3, y su
propagacion hacia CA1 (Avoli et al., 2002; Behrens et al., 2005; Buzsaki & Chrobak, 2005; Nimmrich et
al., 2005). Este fenomeno cobra una importancia particular en casos en los que el aumento de la
excitabilidad es extremo. Las crisis convulsivas y la epilepsia son los fenomenos que activan el fenotipo
GABA¢érgico de las células granulares. Desde nuestra perspectiva, su significado funcional reviste gran

importancia como un mecanismo que filtra informacion en el hipocampo.

CONCLUSIONES

Las fibras musgosas de las células granulares del hipocampo de la rata poseen una plasticidad que les
permite expresar transitoriamente un fenotipo GABAérgico, ademds del glutamatérgico. En los animales
adultos, la expresion de este fenotipo estd condicionada a periodos de intensa actividad de disparo de
potenciales de accion e hiperexcitabilidad de las células granulares. Esto permite que, tras una o varias
crisis convulsivas, las fibras musgosas operen como una proyeccion glutamatérgica/GABAérgica
liberando ambos neurotransmisores que activan receptores pre- y postsinapticos. Esto previene la
acumulacién de excitacidn y modula la integracion de la actividad espontdnea de la red de células
piramidales e interneuronas de CA3. En particular, la sefial GABAérgica proveniente del GD inhibe las

oscilaciones B/y poblacionales de CA3 y esto podria interferir con el flujo de informacion de la corteza
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entorrinal hacia el hipocampo. La emergencia de la inhibicion del GD sobre CA3 por la liberacion de
GABA del las FM podria relacionarse con en el deterioro de las funciones cognitivas (fallas en la
consolidacién de la memoria) que se manifiestan transitoriamente en pacientes epilépticos después de
tener crisis convulsivas parciales o generalizadas. A partir de los resultados que se obtuvieron en esta tesis,
resulta atractivo disefiar y validar experimentos que nos permitan identificar los efectos de este fenomeno
sobre la formacion de memorias episodicas y correlacionarlos con la actividad unitaria de las neuronas de
CA3. Es probable que la coliberacion de glutamato/GABA de las FM produzca efectos deletéreos sobre
los procesos de codificacion, almacenamiento y recuperacion de informacion sensorial que desarrolla el

hipocampo.
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ABREVIATURAS

AMPA
AMPAR
APV
CA3-CAl
DCG-1V
EPSC, EPSP
FM

GABA
GABAAgcR
GAD

GAT

GD

Glu

iGluR

i.p.

IPSC, IPSP
L-AP4
LCRA
mGIluR
NBQX
NMDA
NMDAR
PTZ

PIR

SL

TTX

acido a-amino-3-OH-5-metiloxazolato-4-propionico
receptor ionotrépico activado por AMPA (glutamatérgico)
4cido DL-2-amino-5-fosfonopentanoico

cuerno de Ammon, areas 1-3
(2S,1'R,2'R,3'R)-2-(2,3-dicarboxiciclopropil) glicina
corriente/potencial postsinaptica excitadora

fibras musgosas

acido y-aminobutirico

receptor activado por GABA (tipo A, B, C)
descarboxilasa del acido glutamico

transportador membranal de GABA

giro dentado

glutamato

receptor ionotropico a glutamato

intraperitoneal

corriente/potencial postsinaptico inhibidor

acido 2-amino-4-fosfonobutirico

liquido cefalorraquideo artificial

receptor metabotrdpico a glutamato
6-nitro-7-sulfamoilbenzo[f]quinoxaline -2,3-dione
N-metil-d-aspartato

receptor ionotrépico activado por NMDA (glutamatérgico)
pentilenetetrazol

pirenzepina

stratum lucidum

tetrodotoxina
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