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Estudio de los mecanismos de control de la maduracion
neuronal en el hipocampo adulto

Modificaciones dependientes de actividad en los circuitos neurales han sido
ampliamente reportadas. En particular, la experiencia modifica la sobrevida, el
desarrollo y la conectividad de las células granulares (CGs) nacidas en el hipocampo
adulto; sin embargo, los mecanismos que median este fendbmeno son poco conocidos.
En esta tesis investigamos el remodelado de los microcircuitos del giro dentado (GD)
en ratones expuestos a un ambiente enriquecido (AE). Una breve exposicion a un AE
en una ventana de tiempo restringida durante el desarrollo de la nuevas CGs acelero
su integracion funcional, y este efecto correlacioné con un GD mas activo. Esa
integracion funcional incrementada fue mimetizada por una activacion quimiogenética
in vivo de un pool de CGs maduras. Por técnicas de optogenética y electrofisiologia ex
vivo encontramos que las CGs maduras reclutan a las interneuronas parvalbumina
(INs-PV), que a su vez contactan a las CGs en desarrollo. En concordancia, la
estimulacion quimiogenética de INs-PV o la despolarizaciéon directa de las CGs en
desarrollo acelerd la integracion funcional, mientras que la inactivacién de las INs-PV
previno los efectos del AE. Nuestros resultados revelan un mecanismo de remodelado
dinamico por el cual la experiencia activa el circuito del GD, lo que determina una
maduracion acelerada de las CGs jovenes a través un loop disinaptico de feedback
mediado por las INs-PV.

Palabras clave: Neurogénesis adulta — Hipocampo - Plasticidad neuronal —

Microscopia confocal — Quimiogenética



Mechanisms controlling neuronal maturation in the adult
hippocampus

Activity-dependent modifications in neural circuits have been widely reported. In
particular, experience shapes the development and connectivity of adult-born granule
cells (GCs) in the hippocampus; however, the mechanisms leading this process are still
poorly understood. In this thesis we examined the remodeling of dentate gyrus
microcircuits in mice in an enriched environment (EE). Short exposure to EE during
early development of new GCs accelerated their functional integration, and this effect
was correlated with increased activity in the dentate networks. Increased functional
integration was mimicked by in vivo chemogenetic activation of a limited population of
mature GCs. Slice recordings showed that mature GCs recruit parvalbumin
interneurons (PV-INs) that feed back onto developing GCs. Accordingly, chemogenetic
stimulation of PV-INs or direct depolarization of developing GCs accelerated GC
integration, whereas inactivation of PV-INs prevented the effects of EE. Our results
reveal a mechanism for dynamic remodeling in which experience activates dentate
networks that “prime” young GCs through a disynaptic feedback loop mediated by PV-
INs.

Key words: Adult neurogenesis — Hippocampus — Neuronal plasticity —Confocal

microscopy — Chemogenetic
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Introduccion general

El sistema nervioso central de los mamiferos es una estructura bioldgica
compleja en términos de su arquitectura celular, redes neurales e integracién
funcional, que se desarrolla anatomica y funcionalmente durante el periodo
embrionario y perinatal. Durante gran parte del siglo pasado, se pensé que el cerebro
adulto perdia la capacidad de generar nuevas neuronas luego de ese periodo.
Utilizando timidina tritiada, Altman y colaboradores presentaron las primeras
evidencias anatémicas de nuevas neuronas en el hipocampo de ratas adultas (Altman
1969, Altman & Das 1965). Kaplan y colaboradores demostraron luego que las nuevas
neuronas en el hipocampo sobrevivian largos periodos de tiempo y parecian recibir
contactos sinapticos (Kaplan & Bell 1983, Kaplan & Hinds 1977). Paralelamente,
Nottebohm y colaboradores proveian evidencias del rol funcional de la neurogénesis
postnatal para el aprendizaje en aves cantoras (Nottebohm 2004). El desarrollo de
nuevas técnicas y herramientas moleculares tuvo como resultado una explosién de
investigaciones que confirmaron que la neurogénesis, la generacién e integraciéon de
nuevas neuronas, ocurre constitutivamente en dos regiones del cerebro adulto de los
mamiferos: en las paredes laterales del ventriculo lateral y en el giro dentado del
hipocampo. En estas regiones, la adicion de nuevas neuronas representa otro medio,
ademas de modificaciones morfologicas, sinapticas o moleculares en células
individuales, por el cual se producen cambios en el circuito funcional. La neurogénesis
adulta constituye asi, un nivel adicional de plasticidad neural que debe agregarse a la
lista de posibles cambios estructurales en el cerebro adulto (Alvarez-Buylla & Garcia-
Verdugo 2002, Gross 2000, Lim & Alvarez-Buylla 2016, Ming & Song 2005, Mongiat &
Schinder 2011, Zhao et al 2008).

La neurogénesis post-desarrollo esta conservada a lo largo de la evolucion
desde crustaceos (Harzsch & Dawirs 1996) hasta vertebrados incluyendo aves
(Goldman & Nottebohm 1983, Nottebohm 2002a, Nottebohm 2002b), roedores (Altman
& Das 1965, van Praag et al 2002), primates (Kornack & Rakic 1999) y humanos
(Bergmann et al 2015, Eriksson et al 1998, Ernst & Frisen 2015). La tasa de
neurogénesis postnatal disminuye con el aumento de la complejidad cerebral: En
vertebrados inferiores, tales como lagartijas, la neurogénesis provee un suministro de

neuronas capaz de regenerar partes completas del cerebro, mientras que en
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mamiferos la neurogénesis adulta se restringe a regiones acotadas, generando tipos
celulares especificos (Kaslin et al 2008, Kempermann 2015b). Ademas, la
neurogénesis adulta presenta varias desventajas: es un proceso energéticamente
costoso y potencialmente peligroso; una desregulacién tanto de la proliferacion como
de la conectividad fina de las nuevas neuronas podria derivar en diversas patologias.
Se ha propuesto que el grado de neurogénesis post-desarrollo en una especie dada
podria depender de una situacion de compromiso entre los beneficios obtenidos por la
incorporacién de nuevas neuronas Yy los problemas que causarian en las estructuras
neurales en las que se integran (Kempermann et al 2004). Al parecer, este ultimo
asunto ha influenciado fuertemente los cerebros mas complejos, al punto que en
mamiferos la neurogénesis adulta bajo condiciones normales esta confinada a solo
dos regiones: la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo y la zona
subventricular (ZSV) del ventriculo lateral, que genera interneuronas para el bulbo
olfatorio (Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo 2002, Gross 2000, Lim & Alvarez-Buylla
2016, Toni & Schinder 2015).

La ZSV de las paredes del ventriculo lateral posee progenitores neurales con
capacidad de auto renovacién, generando células con potencial neurogénico que
migran a través de la via migratoria rostral para llegar al bulbo olfatorio y dar lugar a
neuronas granulares inhibitorias, que se integran al circuito neural (Lim & Alvarez-
Buylla 2016, Lledo et al 2006).

La ZSG del giro dentado (GD) es la region en donde ocurre la neurogénesis
hipocampal, que da lugar a células granulares (CGs) (Bonaguidi et al 2012, Zhao et al
2008). En ratas adultas jovenes se estima que se generan unas 9000 células
diariamente, de las cuales solo el 50 % llegan a expresar marcadores neuronales, lo
que representaria un 6 % de la poblacion total de CGs en un mes (Cameron & McKay
2001). En humanos, las estimaciones indican que se agregan unas 700 neuronas en
cada hipocampo diariamente, lo que corresponderia a una renovacion del 1,75 % de la
poblacion neuronal del GD anualmente (Spalding et al 2013). Este numero significativo
de nuevas neuronas, junto con la regulacion dindmica por varios estimulos fisioldgicos
y patoldgicos (Ma et al 2009), sugieren que la neurogénesis adulta es una parte
integral de ciertas funciones cerebrales. De hecho, andlisis conductuales en modelos
animales apoyan un rol critico para las nuevas CGs en varias funciones dependientes
del hipocampo (Aimone et al 2011). Analisis electrofisioldgicos han identificado

propiedades especiales en CGs inmaduras (Ge et al 2007b, Marin-Burgin et al 2012,



Mongiat et al 2009, Schmidt-Hieber et al 2004, Snyder et al 2012, Temprana et al
2015), proporcionando una base mecanistica para su singular contribucién al

procesamiento de la informacion.

En esta tesis nos centramos en el estudio de la maduraciéon de neuronas que
se desarrollan en el hipocampo murino adulto, por lo que comenzaremos
describiéndolo, focalizandonos en el GD, el nicho sobre el que ocurre la neurogénesis

hipocampal.

Estructura del hipocampo

La formacion hipocampal comprende 4 estructuras corticales: el GD, el
hipocampo propiamente dicho (que se divide en las subregiones CA1, CA2 y CA3), el
complejo subicular (que incluye subiculo, parasubiculo y presubiculo) y por ultimo la
corteza entorrinal que en roedores se divide en lateral y medial. La forma
tridimensional del hipocampo es relativamente compleja, ya que su eje longitudinal se
dobla formando una “C” y se extiende desde el septum (dorso-rostral) a la regiéon
temporal (ventro-caudal) del cerebro, denominandose eje “septo-temporal” en
roedores (Amaral & Witter 1989) (figura 1). En los primates dicho eje roté 90° rostro-
caudalmente por el mayor desarrollo de los I6bulos frontal y temporal. A lo largo de
esta tesis nos referiremos a las regiones septal o temporal, y llamaremos hipocampo a

la estructura que incluye ademas el GD.

En el centro del hipocampo se encuentran las neuronas piramidales de CA3
formando conexiones recurrentes, cuya funcién seria la de formar una red auto-
asociativa esencial para almacenar las representaciones de la experiencia sensorial
(Marr 1971, Rolls & Treves 1998). La mayor parte de las sinapsis en cada neurona
piramidal de CA3 surge de las fibras colaterales de otras neuronas piramidales de
CA3. La informacion aferente llega principalmente de la corteza entorrinal (CE) que
proyecta directamente hacia CA3, e indirectamente a través del GD (Andersen et al
2007). Por ultimo, las neuronas de CA1 integran la informacién proveniente de CA3 y
de la CE (capa lll) y proyectan sus axones a través del subiculo nuevamente hacia la
CE (Figura 2).
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Figura 1. Esquema de la anatomia 3D del hipocampo en el cerebro murino. El eje
longitudinal se extiende desde el septum (dorso-rostral) hacia la region temporal (ventro-
caudal) del cerebro.

El giro dentado, sustrato de la neurogénesis hipocampal

El GD murino forma una estructura con forma de “V” que se encuentra
envolviendo la regién proximal de CA3 (figura 2). Puede ser subdividida en 3 capas:
granular, molecular y hilus. La capa granular (GCL, por Granule Cell Layer)
corresponde al estrato medio, que en roedores esta formada por 6 a 8 capas de
somas de CGs densamente empaquetadas. Cada porcién de la “V’ se llama capa
suprapiramidal o infrapiramidal dependiendo de su posiciéon respecto a CA3, y su
punta se llama cresta o vértice. Las CGs muestran un arbol dendritico con forma de
cono invertido, cuyas dendritas proyectan hacia la capa molecular (ML, por Molecular
Layer), la capa mas superficial del GD. Esta capa contiene principalmente axones de
la via perforante que se originan en la CE y forman contactos sinapticos con las
dendritas de las CGs. También contiene interneuronas GABAérgicas y fibras aferentes
de los contactos externos al GD. La capa mas interna es el hilus, que contiene los
axones de las CGs y una variedad de interneuronas GABAérgicas y glutamatérgicas,

de las cuales las mas abundantes son las células “mossy”.

El borde entre la GCL y el hilus es la ZSG, la regién en donde ocurre la
neurogénesis adulta. Aqui se ubican las células madre neurales del tipo glia radial
(células tipo 1), que poseen la capacidad de auto-replicarse y generar los progenitores
de divisién rapida (células tipo 2) dando lugar finalmente a CGs (figura 3) (Amaral et al
2007, Bonaguidi et al 2012, Toni & Schinder 2015, Zhao et al 2008).
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Figura 2. Circuito hipocampal. Vista esquematica de una secciéon transversal de
hipocampo mostrando el giro dentado y las regiones CA3 y CA1. Las células principales
localizadas en capas densamente empaquetadas estan conectadas sinapticamente a
través del clasico circuito trisinaptico. La principal puerta de entrada al circuito es la via
perforante, compuesta por axones originados en la corteza entorrinal (CE) lateral y medial,
que contactan los tercios externos y medios de la capa molecular respectivamente. Las
CGs proyectan sus axones (fibras musgosas) hacia las neuronas piramidales de CA3, y
estas se conectan con las neuronas piramidales de CA1 a través de las colaterales de
Schaffer. Otros contactos hacia las CGs incluyen las interneuronas localizadas en la capa
molecular y en el hilus, compuestas principalmente por células basquet y células mossy.
Tomado y modificado de (Toni & Schinder 2015).

Los contactos que llegan al GD cargan informacion sensorial de la corteza. El
principal input excitatorio/glutamatérgico hacia el GD llega a través de la via perforante
desde la CE. Distintas areas de la CE proyectan e inervan diferentes porciones de las
CGs. La CE medial (capa Il, con alguna contribucién de las capas lll, V y VI) contactan
el tercio medio del arbol dendritico de las CGs, mientras que las proyecciones de la
CE lateral contactan el tercio externo de esas dendritas (Toni & Schinder 2015, van
Strien et al 2009). Las dendritas del tercio interno de la ML son inervadas
principalmente por las fibras comisurales y de asociacién provenientes de las células
mossy glutamatérgicas del hilus ipsilateral y contralateral (Buckmaster et al 1992,

Frotscher et al 1991). Las CGs maduras exhiben unas 2 espinas por um2 (evaluado
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Figura 3. Propiedades basicas de las CGs durante el proceso de maduracién. Se
indica la morfologia, expresion de marcadores tipicos y propiedades neuronales funcionales
de los diferentes estadios. Tomado y modificado de (Christian et al 2014).
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por microscopia confocal), y cada una recibe unos 6000 a 7000 contactos
glutamatérgicos (Claiborne et al 1990, Desmond & Levy 1985, Toni & Schinder 2015).

Las CGs también reciben contactos de varios tipos de interneuronas
GABAérgicas (Freund & Buzsaki 1996, Han et al 1993, Hosp et al 2014, Houser 2007).
Entre éstas se incluyen las células “basket” que se localizan en la ZSG y contactan
principalmente el segmento inicial del axon de las CGs y sus dendritas proximales en
la ML. Ademas de liberar GABA, éstas interneuronas expresan la proteina de unién a
Ca™ parvalbumina (PV), y obtienen su nombre debido al patrén con forma de canasta
(basket) que forman alrededor de los somas de las CGs. Dos tipos principales de
interneuronas GABAérgicas residen en el hilus: Las células asociadas a la via
perforante (HIPP, por “hilar perforant-path associated”), algunas de las cuales
expresan somatostatin, proyectan hacia los dos tercios externos de la ML; y las células
anexas a la via comisural-de asociacion (HICAP, por “hilar commissural-associational
pathway-related”), que proyectan hacia el tercio interno de la ML. En la ML, las células
asociadas a la via perforante (MOPP, por “molecular layer perforant path-associated”)
proyectan hacia los dos tercios externos de la ML, mientras que las células axo-

axonicas inervan los segmentos iniciales de los axones de las CGs.
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Las CGs proyectan sus axones (fibras musgosas, por “mossy fibers”) a través
del hilus hasta la region CA3, contactando las células piramidales con su caracteristico
terminal grande e irregular. Las sinapsis de las fiboras musgosas son escasas; cada
célula piramidal de CA3 es contactada por menos de 50 CGs (Amaral et al 1990). Sin
embargo, los terminales de las fibras musgosas son muy efectivos activando sus
blancos piramidales (Henze et al 2002). Las fibras musgosas también tienen
colaterales (~6-7 por fibra) que inervan a las células “mossy” y a las interneuronas
GABAérgicas a través de terminales pequefios (Acsady et al 1998). Cada CG posee
unas 160 a 200 varicosidades axonales a través de sus colaterales y ~20 terminales
de fibras musgosas, formando un circuito disinaptico consistente en fibra musgosa —
Interneurona GABAérgica — célula piramidal, que subyace la potente inhibicién de
“feed-forward” que regula la excitabilidad del area CA3 (McBain 2008, Torborg et al
2010).

Funciones del hipocampo

Las funciones que se le atribuyen hoy en dia al hipocampo son la de memoria y
de la codificacion espacial. La idea de que la formacion hipocampal esta relacionada
con la memoria surgi6é de las observaciones de Brenda Milner sobre el paciente H.M.
Este fue un paciente epiléptico al que se le removié gran parte del hipocampo y
regiones corticales que lo rodean (bilateralmente). La secuela de la operacién fue una
profunda amnesia anterdgrada (incapacidad de recordar episodios ocurridos luego de
la cirugia), pero no retrégrada. El paciente no tenia déficits en la percepcion, en
pensamiento abstracto ni en su habilidad para razonar (Scoville & Milner 1957).
Durante el estudio de H.M. se definié lo que conocemos como memoria declarativa, el
conocimiento consciente de hechos y eventos, que depende del I6bulo temporal
medial (que fuera removido a H.M.). También se definié la memoria no declarativa o
de procedimientos, debido a que el paciente podia aprender destrezas nuevas y las
retenia por lo menos durante 3 meses. Las estructuras cerebrales importantes para
este tipo de memorias adquiridas por practicas son los ganglios basales, el cerebelo,
la amigdala y la neocorteza (Cohen & Squire 1980, Squire 2009). Los estudios en el
paciente H.M. demostraron que las estructuras dafadas son importantes para la
formacion y mantenimiento de la memoria a largo plazo. Se cree que las memorias

son retenidas en la formacion hipocampal por un periodo corto de tiempo luego de ser
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aprendidas, y su almacenamiento a largo término involucra ademas otras regiones
cerebrales para formar una memoria permanente (Squire 2009, Squire & Wixted 2011,
Zola-Morgan & Squire 1990).

Un desarrollo importante que permitid avanzar hacia el conocimiento de la
funcion hipocampal fue la implementacion de microelectrodos para monitorear la
actividad de neuronas individuales en el hipocampo de animales despiertos (O'Keefe
1976, O'Keefe & Dostrovsky 1971). Estos registros in vivo describieron la relacion
entre la actividad neuronal y una variedad de parametros sensoriales. Por ejemplo, se
encontré una fuerte correlacion entre la actividad neuronal y la localizacion del animal
en un ambiente acotado. De estos datos surgié la teoria del mapa cognitivo, que
sugiere que el hipocampo procesa la memoria espacial, la cual permite al animal
navegar por ambientes familiares, y elaborar sefiales espacio-temporales que son
dependientes del contexto. En estos experimentos se encontrdé que existian células
que disparaban potenciales de accion cuando un animal estaba en un ambiente
familiar. Como soélo disparaban dependiendo de la ubicacién del animal se las llamé
“place cells” o células de lugar. Cada célula de lugar dispara en respuesta a una
ubicacién determinada del animal, o “place field” (O'Keefe & Nadel 1978). Diferentes
conjuntos de células son activadas por diferentes lugares, por lo que se genera una fiel
representacién en la cual cada locacién espacial es mapeada por una poblacion
particular o estado de actividad de células de lugar (Wilson & McNaughton 1993). Asi,
el hipocampo podria funcionar como un mapa cognitivo que es capaz de representar

en la mente el espacio fisico.

Un modelo alternativo postula que el hipocampo funcionaria como un
organizador temporal de las memorias dependientes de hipocampo, denominado
codificacién nodal. La codificacién nodal define al hipocampo como un mapa cognitivo
generado a partir de la representacion de eventos temporalmente préximos en un
determinado contexto espacial pero incluyendo también informacion no espacial
(Eichenbaum et al 1999). Las células de lugar previamente activadas, responderian a
una localizacion actual y la asociacion con episodios ocurridos en el mismo lugar.
También se propone que estas células de lugar podrian reconocer episodios en
comun, independientemente de la ubicacion. Este modelo espacial logra una vision
general del hipocampo, y lo vincula con la generacion de memorias espaciales y no
espaciales. Luego estas memorias serian almacenadas a largo plazo en otras

regiones corticales (Alvarez & Squire 1994).
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La via perforante impacta sobre las células piramidales de CA3 y presenta una
elevada convergencia (Treves et al 2008). Estas sinapsis son capaces de
experimentar potenciacién a largo plazo (LTP, por “long term potentiation”). Como fue
mencionado anteriormente, CA3 es una regién auto-asociativa, es decir que presenta
una elevada conectividad recurrente también capaz de llevar a cabo LTP dependiente
del receptor de NMDA (Treves & Rolls 1992). Si bien aun no existe evidencia
experimental concluyente acerca del rol funcional de CAS3, la presencia de actividad
recurrente y un numero grande de conexiones sinapticas capaces de experimentar
LTP convierten al area en un sustrato computacional apropiado para llevar a cabo la
tarea de completar patrones. Completar patrones implica evocar una representacién
aprendida a partir de un estimulo cuando el sistema es re-expuesto al mismo en forma
parcial o degradada, y se postula que puede constituir un mecanismo util para la tarea
de evocar memorias. A partir de este mecanismo se logra que estimulos parcialmente

diferentes evoquen representaciones mas correlacionadas (Andersen et al 2007).

Existe una elevada divergencia en la conectividad entre neuronas de la CE y
las CGs. Esto llevé a hipotetizar que el GD estaria encargado de llevar a cabo una
ortogonalizacion de la informacion proveniente desde la CE. De esta forma se
generarian representaciones disimiles a partir de estimulos altamente correlacionados,
en un proceso denominado separacion de patrones (Treves et al 2008). En
concordancia con esto, registros electrofisioldgicos de actividad en neuronas Unicas en
la GCL de animales en comportamiento muestran que las CGs presentan una
activacion muy dispersa en condiciones fisiolégicas (Piatti et al 2013). Se ha propuesto
que el GD es capaz de imponer su cédigo disperso en la red de CAS3, lo cual le
conferiria a esta estructura la capacidad de tener una comportamiento bimodal que

fluctua entre completar y separar patrones (Knierim & Neunuebel 2016).

Rol funcional de la neurogénesis en el hipocampo adulto

La evidencia mas convincente del rol que cumple las nuevas CGs en la
memoria, en particular en el proceso de separacidén de patrones, proviene de
experimentos en los cuales la neurogénesis ha sido eliminada. Tres métodos han sido

ampliamente utilizados con este fin: irradiacion, agentes antimitdticos e induccion
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genética de genes proapoptéticos (Aimone et al 2011, Hvoslef-Eide & Oomen 2016,
Ming & Song 2011, Sahay et al 2011b).

Un trabajo con ratones en los que la neurogénesis habia sido eliminada por
agentes antimitoticos, reveld impedimentos en estrategias de aprendizaje. Estos
defectos se vieron reflejados en la dificultad de reubicar una nueva posicion de la
plataforma escondida en el laberinto acuatico de Morris, cuando una posicion previa
habia sido aprendida (Garthe et al 2009). En experimentos donde se elimind
aproximadamente el 50 % de la neurogénesis por medio de infeccion de las nuevas
CGs con un lentivirus que expresa un dominante negativo de Wnt (Lie et al 2005), se
encontré que los ratones no podian distinguir entre dos ambientes parecidos (Clelland
et al 2009). Esto resalta el rol de la neurogénesis adulta en la discriminaciéon espacial o

separacion de patrones.

En otra serie de experimentos se aumento la neurogénesis adulta a partir de la
generaciéon de ratones condicionales knock out para el gen proapoptético Bax en los
progenitores neurales. En estos ratones se generan mas neuronas, mueren menos y
sobreviven por mas tiempo (Sahay et al 2011a). Estos animales mostraron una mejor
performance en test comportamentales en los cuales se analizd6 su capacidad de
discriminacion de dos contextos similares. Se observd que el aumento en la

neurogénesis adulta es suficiente para aumentar la separacion de patrones.

Aunque los ensayos de comportamiento que miden explicitamente la
separacion de patrones no han sido eficaces para establecer una conexion directa con
la neurogénesis adulta, existen test de memoria espacial en los cuales se necesita el
reclutamiento del GD. Estudios recientes muestran que las neuronas nuevas son
necesarias para resolver ese tipo de tareas (Deng et al 2013, Dupret et al 2007, Dupret
et al 2008, Wojtowicz et al 2008).

Queda claro de todo lo expuesto, que la neurogénesis adulta cumple un rol
fundamental en la formacion y consolidacion de memorias espaciales dependientes de
hipocampo. Esto denota la importancia del entendimiento de los procesos involucrados

en la neurogénesis adulta de los mamiferos.
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Capitulo |

Caracterizacién de la linea murina genéticamente modificada

Ascl1°ERT2 hara marcar neurogénesis adulta

Introduccion

El GD del hipocampo genera nuevas CGs capaces de procesar informacién
(Bonaguidi et al 2012, Toni & Schinder 2015, Zhao et al 2008). Las CGs nacidas en el
cerebro adulto se incorporan a la red neural funcional del GD, produciendo un impacto
significativo en la plasticidad del circuito (Chancey et al 2014, Gu et al 2012, Laplagne
et al 2006, Marin-Burgin et al 2012, Temprana et al 2015, Toni et al 2008). En los
ultimos afos se ha avanzado significativamente en comprender cémo la neurogénesis
adulta contribuye a las funciones neurales mediadas por el hipocampo (Christian et al
2014, Drew et al 2013, Piatti et al 2013). Sin embargo, la contribucion precisa de las

nuevas CGs al procesamiento de informacion aun no esta claro.

El campo de la neurogénesis adulta ha progresado debido a los avances
técnicos que permitieron la identificacion precisa y la manipulaciéon de las nuevas
neuronas entre los millones de neuronas prexistentes en el sistema nervioso central
adulto. Los diferentes enfoques incluyen la clasica incorporacion de analogos de
timidina, marcado retroviral, y mas recientemente, la utilizacion de ratones modificados
genéticamente con promotores especificos expresados en los progenitores neurales
(Dhaliwal & Lagace 2011, Dieni et al 2013, Ming & Song 2005, Overstreet-Wadiche et
al 2006a, Taupin 2007, Zhao et al 2006). Sin embargo, la necesidad de realizar
estudios in vivo para elucidar el rol de las nuevas CGs en la funcion hipocampal
requiere herramientas altamente caracterizadas que permitan la identificacion precisa

y el control de las nuevas neuronas (Kropff et al 2015).

18



La forma inducible de la recombinasa Cre (CreERT?2) expresada bajo el control
de promotores de genes clave (tales como Nestin o GFAP, entre otros) han sido
utilizados para el estudio de la neurogénesis adulta (Bonaguidi et al 2012, Dieni et al
2013, Encinas et al 2006). El gen mamifero Ascl1 (homédlogo al complejo Achaete-
scute de drosophila), codifica para un factor de transcripcion bHLH involucrado en la
diferenciacion neuronal y presente en las células tipo 1 y tipo 2 (Andersen et al 2014,
Kim et al 2011, Kim et al 2007, Mich et al 2014). Una variedad de trabajos recientes ha
utilizado el raton genéticamente modificado Ascl1¢®ER™ para el estudio de la
neurogénesis adulta (Andersen et al 2014, Kim et al 2011, Kim et al 2007, Mich et al
2014), a pesar de la falta de una caracterizacién morfolégica y funcional de las
neuronas asi marcadas. El grado en el cual las poblaciones neuronales identificadas
usando estos métodos esta en concordancia con los métodos de marcaje clasicos

(analogos de timidina y retrovirus) se desconoce.

Objetivo y estrategia experimental

El objetivo de esta seccion es el estudio del desarrollo y la integracién funcional
de las células identificadas usando la linea murina Ascl1¢®ER™2 mediante una
evaluacién de la especificidad del marcado y precisidon de la datacion neuronal. En la
linea murina Ascl1¢ERT2 |3 administracién de tamoxifeno (TAM) permite la entrada al
nucleo de la recombinasa Cre en células madre neurales tipo 1 y en los progenitores
tipo 2 del hipocampo adulto (Kim et al 2011). Ratones Ascl1°®ERT2 se cruzaron con
ratones de la linea reportera condicional CAG™Stor-tdTomato narg obtener expresion
permanente de tdTomato (Tom) en la progenie de las células que expresan Ascl1 al
momento de la administracion de TAM, permitiendo asi su identificacion vy
caracterizacion a diferentes tiempos luego de la induccién con TAM (dpi, dias post
induccién). La administracién de TAM en ratones Ascl1C®ERT2, CAGMxStopTom ragylto en

la expresion de Tom en una subpoblacion de CGs en el GD (figura 4 A).

Para caracterizar las células generadas en el hipocampo adulto, ratones
Ascl1CERT2 expresando el alelo Tomato fueron inducidos mediante la administracion
de TAM a las 6-7 semanas de edad. El fenotipo neuronal fue evaluado por una
descripcion morfolégica y por expresion de marcadores, mientras que la funcion

neuronal se monitored por registros de whole-cell voltage-clamp (figura 4 B). Ambos
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Figura 4. Diseiio experimental para la caracterizacion de células marcadas en la linea
Ascl1€reERT2 (A) Reconstruccion obtenida a partir de 5 planos Opticos de una seccion
hipocampal de 60 um de espesor mostrando células Tom* (rojo) a los 49 dias de la
induccion con TAM. Se muestra la inmunofluorescencia de NeuN (azul) para visualizar la
capa de células granulares (GCL) y las células piramidales de CA1, CA2 y CAS3. Las
dendritas de las células Tom* se extienden a través de la capa molecular (ML), y los axones
(fibras musgosas) proyectan a través del hilus (H) hacia CA3. Escala: 100 um. (B) La
expresién de Tom fue inducida por la administracion de TAM (120 ug/g, cuatro inyecciones
en 2 dias consecutivos) en ratones Ascl1CreERT2;CAGfloxStopTom  gdyltos. El analisis
morfolégico, funcional y de marcadores se realizd a los tiempos post-induccién segun se
indica.

enfoques convergieron en la existencia de estadios distintivos de maduracion neuronal

con un perfil similar al observado previamente por el marcado retroviral.
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Caracterizacion morfolégica y analisis de determinantes fenotipicos tempranos

en las células Tom* del ratén AsclqCreERT™

El grado de maduracién neuronal fue determinado por un analisis de la
morfologia celular a diferentes tiempos luego de la administracién de TAM (figura 5 B).
En los primeros dias luego de la induccién (3 y 5 dpi) todas las células Tom*
observadas estaban localizadas en la ZSG del GD, y exhibieron una clara morfologia
del tipo glia radial (Bonaguidi et al 2011), lo que es esperable de acuerdo al patrén de
expresion de Ascl1. Esta morfologia se observé en algunas células incluso en ratones
con mayor tiempo de induccion (8 y 14 dpi). La expresion del marcador neuronal NeuN
fue nula en el estadio de 3 dpi, mientras que a los 5 dpi se observé un 32% de células

Tom* expresando NeuN (figura 5 D).

La morfologia neuronal se hizo evidente a partir de los 8 dpi, estadio en el cual
se empezaron a observar células Tom* con un arbol dendritico muy inmaduro: el soma
ubicado en la ZSG y una dendrita apical que atraviesa toda la GCL y en algunos casos
llega a extenderse unos pocos micrometros hasta la ML. En este estadio aun se
observé una gran cantidad de células Tom* con la morfologia tipo glia radial, aunque
en menor cantidad que a los 5 dpi. A los 8 dpi se observo que un 50 % de las células

marcadas expresa NeuN.

A los 14 dpi se observd que la mayoria de las células Tom* ubican el soma en
la GCL, lo que sugiere que ya dejaron la ZSG. En este estadio, la mayoria de las
células Tom™* exhibieron caracteristicas morfologicas tipicas neuronales, con un leve
incremento en la complejidad del arbol dendritico y sin espinas. La proporcion de
células marcadas que mostraron una morfologia del tipo glia radial a este tiempo post-
induccién disminuyd considerablemente, mientras que la expresién de NeuN alcanzé

el 70 % de las células Tom®.

La morfologia neuronal madura se alcanzé a los 22-28 dpi, estadio en el cual el
arbol dendritico ocup6 toda la ML, y las dendritas exhibieron una alta densidad de
espinas. Notablemente, la expresion de NeuN a los 28 dpi asciende a un 95 %, un
porcentaje elevado pero que no llega a la totalidad de las células Tom™. A los 49 dpi, la
totalidad de las células Tom* se ubica en la GCL, adquiriendo una morfologia neuronal

completamente madura.
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Figura 5. Caracterizacion morfolégica y anadlisis de determinantes fenotipicos
tempranos en las células Tom* generadas en el ratén Ascl1€ERT2 adulto. (A)
Reconstruccion obtenida a partir de imagenes confocales de células Tom* en el GD de
ratones Ascl1CreERT2; CAGfloxStopTom g diferentes tiempos post induccién con TAM. Se muestra
la inmunofluorescencia de NeuN para identificar la GCL. Las lineas blancas punteadas
fueron agregadas para permitir visualizar arboles dendriticos individuales entre varias
células marcadas. Los parametros utilizados para la obtencion de cada imagen fueron
ajustados para obtener intensidades de fluorescencia similares en todos los grupos. (B)
Ejemplos de células Tom* de 22 y 35 dpi obtenidos con parametros idénticos, para
visualizar el incremento de la intensidad de fluorescencia de forma tiempo-dependiente.
Notar que a los 35 dpi se pueden observar poblaciones mixtas de células exhibiendo altas y
bajas intensidades de Tom. (C — D) Imagenes confocales representativas y cuantificacion
de los niveles de expresion de Sox2 (C) y NeuN (D). Tamafo de muestras, > 50 células,
con 2 ratones para cada punto (1 ratén para el punto de 28 dpi de NeuN). Escala: 20 um.

El nUmero de células Tom* aumento sustancialmente durante los primeros dias
luego de la administracién de TAM (entre los 3 y los 8 dpi), lo cual es consistente con
la amplificacion esperada en la poblacién de células tipo 2. Notablemente, la
intensidad de fluorescencia de las células Tom* también aumento con la edad (figura 5

B). A tiempos posteriores se pudieron observar poblaciones mixtas de células
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marcadas exhibiendo altas y bajas intensidades de fluorescencia, lo que podria
resultar de la generacion continua de CGs a partir de células madre neurales de
division lenta (figura 5 C). Para determinar la proporcion de células tipo 1/tipo 2 en
comparacion con neuronas, monitoreamos la expresion de Sox2 (presente en células
madre neurales y progenitores de division rapida) (Bond et al 2015) y el marcador
neuronal NeuN durante las etapas tempranas luego de la induccion. Los resultados de
este analisis indican que la expresion de Sox2 disminuy6 con la edad celular, al tiempo
que la de NeuN aumentd, lo que sugiere una reduccién de la poblacion marcada de
células madre/progenitores marcados y un rapido incremento de la produccion
neuronal (> 50% a los 8 dpi) (figura 5 B-D).

Caracterizacién electrofisiolégica y expresion de marcadores de maduracién en

las células Tom* en el giro dentado

La caracterizacion electrofisiologica de las células Tom* en el raton Ascl1CERT?
fue realizada por Sung Min Yang, en lo que consistié una importante colaboracién. Los
datos electrofisioldgicos mostrados aqui son un resumen del analisis realizado por
Sung Min Yang. Para un andlisis mas detallado, por favor remitirse a Yang, Alvarez y
Schinder, 2011.

Para obtener informacién precisa acerca de las caracteristicas funcionales de
las células marcadas en el raton Ascl1CeERT2:CAGToStor-Tom - ge gvaluaron propiedades
intrinsecas y corrientes excitatorias de las células Tom* y se compararon con las CGs
del tercio externo de la GCL, generadas principalmente durante el desarrollo perinatal
(Laplagne et al 2006). Las siguientes propiedades de membrana fueron evaluadas:
Resistencia de input (Rinput), que refleja el tamano celular y la densidad de canales
abiertos durante el reposo; y la capacitancia de membrana (Cm), proporcional al area
del soma y las dendritas proximales. Las células Tom®* registradas a edades
tempranas mostraron una alta Riput Y una baja Cm, caracteristicas tipicas de neuronas
inmaduras en el cerebro adulto y en desarrollo (figura 6 A). A tiempos mas avanzados
la Rinput disminuyd y la Cm se incrementd, alcanzando a los 49 dpi los niveles
caracteristicos de las CGs maduras. Ademas, los valores medios obtenidos para cada
grupo son consistentes con los observados usando marcado retroviral en CGs de las

mismas edades (Esposito et al 2005, Mongiat et al 2009).
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Figura 6. Propiedades funcionales y expresion de marcadores de maduracién en las
células Tom* en el raton Ascl1¢ERT2 adulto. (A) Propiedades pasivas de membrana
(resistencia de input y capacitancia de membrana) y conectividad excitatoria (frecuencia de
SEPSCs, 120 segundos) medida en células Tom* y CGs maduras no marcadas. Tamario de
muestras (presentado como células/ratones), 35/6 (22 dpi), 44/5 (25 dpi), 44/6 (28 dpi), 35/5
(35 dpi), 33/5 (49 dpi), and 40/23 (madura). *** indica un P < 0.001; ** indica un P < 0.01; *
indica un P < 0.05 luego de un test de Kruskal-Wallis seguido de un post hoc test de Dunn
en el que cada grupo fue comparado con el grupo de CGs maduras. (B) lzquierda,
Imagenes confocales representativas mostrando la expresion de DCX (arriba) y Cb (abajo)
en células Tom* a diferentes edades luego de la induccion. Recuadro interno, imagen
aumentada de las células Tom* para evaluar la colocalizacion con DCX o Cb. Derecha,
Cuantificacion de los niveles de DCX (arriba) y Cb (abajo). Tamafio de muestras: > de 90
células Tom*, con 2 o 3 ratones para cada tiempo. Escala: 20 um.

Para evaluar la integracion al circuito neural, se realizaron registros de voltage-clamp
en células Tom* para monitorear corrientes post-sinapticas excitatorias espontaneas
(SsEPSCs; figura 6 A). Se detectaron sEPSCs en todas las células Tom* registradas,
con un marcado aumento de la frecuencia de forma dependiente de la edad neuronal.
Posiblemente, este aumento de la actividad espontanea con la edad surge de un

incremento en el nimero de contactos sinapticos funcionales, que también ha sido
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reportado a un nivel estructural evidenciado como un incremento en el nimero de
espinas dendriticas (Toni et al 2008, Zhao et al 2006).

Ademas de la caracterizacion electrofisioldgica, se evalué la expresion de los
marcadores neuronales doblecortina (DCX), una proteina asociada a microtubulos
presente durante la migracion neuronal que es comunmente usada para marcar
neuronas inmaduras (Esposito et al 2005); y calbindin (Cb), una proteina de unién a
calcio usada para identificar los ultimos estadios del desarrollo neuronal (Zhao et al
2008). Los niveles de expresion de ambos marcadores dan una medida del grado
madurativo de las células Tom* a diferentes tiempos post induccion (Piatti et al 2011).
La proporcion de células Tom* expresando DCX decrecié con la edad neuronal (figura
6 D). Por otro lado, la expresién de Cb increment6 en las células Tom*, indicando la
maduracion del fenotipo neuronal (figura 6 D). En conjunto, los valores de expresion
de ambos marcadores indican que las células Tom™ atraviesan el proceso de
maduracién neuronal de la forma esperada; por ejemplo, la expresion de Cb llegé al
100% a los 35 dpi, mientras que DCX estaba completamente ausente a los 49 dpi.
Estos datos son consistentes con los hallazgos previos obtenidos principalmente con
analogos de timidina y mediante marcado retroviral (Esposito et al 2005, Kempermann
et al 2003, Overstreet Wadiche et al 2005, Piatti et al 2011, Piatti et al 2006, Zhao et al
2008).

En términos generales, el analisis morfoldgico, la expresion de marcadores y
las propiedades funcionales de las células Tom™* en el ratén Ascl1C¢eERT2; CAGfloxStomTom
indican que el tiempo luego de la administracién de TAM refleja la edad de las CGs
marcadas con buena precisiéon. Ademas, los datos indican que la gran mayoria de las
células identificadas en el ratdn Ascl1C®ER™2 son células granulares (~ 95 % de
expresion de NeuN a los 28 dpi). Comparado con la marcacién retroviral, las células
Tom* marcadas en el raton Ascl1CreERT2.CAGHoxStomTom  myestran una curva de
maduracion ligeramente retrasada (ver curvas de expresion de NeuN en figura 5 D, y
de Cb y DCX en figura 6 B) (Esposito et al 2005, Piatti et al 2011, Piatti et al 2006), lo
que seria consistente con una ventana temporal mas restringida por el marcaje
retroviral. Esta diferencia es esperable ya que el retrovirus marca progenitores en
division, mientras que en el raton Ascl1C*ER™ también se marcan células quiescentes

de division lenta.
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Concluimos que el raton Ascl1CeERT2,CAGToxStomTom nermite la identificacion de
cohortes de nuevas CGs con una buena precision temporal. Nuestros resultados
sugieren que las CGs-Tom derivan de linajes de células madre neurales de tipo 1y
progenitores de division rapida tipo 2. La totalidad de las células marcadas esta
compuesta mayoritariamente por la cohorte de CGs generadas al momento de la
administracion de TAM (derivadas posiblemente de los progenitores tipo 2), seguida
por cohortes de CGs mas jévenes generadas posteriormente (derivadas de las células

de division lenta tipo 1).

Discusion

Realizamos una caracterizacion fenotipica y funcional de las CGs nacidas en el
hipocampo adulto del raton Ascl1CeERT2CAGHloxStomTom | o5 resultados indican que la
poblacion de células que expresan Tom esta altamente enriquecida en CGs generadas
al momento de la induccién con TAM, por lo que este ratén genéticamente modificado

es una herramienta muy adecuada para marcar nuevas CGs.

El campo de la neurogénesis adulta ha llegado al punto en el que el desafio es
la validacion in vivo de las evidencias obtenidas en los ultimos 20 afios acerca del rol
de las nuevas CGs en el procesamiento de la informacion. Los analogos de timidina,
tales como BrdU, CldU o EdU, han sido extensamente usados para marcar CGs
nacidas en el adulto (Ming & Song 2005). A pesar de que esta técnica tiene la ventaja
de marcar un alto nimero de neuronas, no permite la observacion directa ex vivo o en
experimentos in vivo. El marcado retroviral se ha usado ampliamente para el estudio
de las propiedades electrofisioldgicas de las nuevas CGs, y es la técnica preferida
para marcar cohortes acotadas de neuronas nacidas en el hipocampo adulto. Sin
embargo, el enfoque retroviral tiene la desventaja de marcar pocas neuronas por
animal, y estas neuronas estan restringidas al sitio de la inyeccién. Las lineas
modificadas en las que el reportero fluorescente esta bajo el control de promotores
clave (por ejemplo, Nestin®™®; DCX®) han sido usadas satisfactoriamente, pero el
marcado es transitorio y, usualmente, la sefal fluorescente es débil (Hadjantonakis et
al 2003, Ming & Song 2005). La forma inducible de la recombinasa Cre (CreERT2)
permite el control del inicio del marcado a través de la administracion de TAM con

altos niveles de expresion del reportero (Madisen et al 2010).
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Ascl1 se expresa en los progenitores en divisién y promueve su proliferaciéon y
diferenciacion hacia neuronas en el hipocampo adulto (Andersen et al 2014, Bertrand
et al 2002, Bonaguidi et al 2012, Castro et al 2011). En el raton Ascl1C®ER™2 |
administracion de TAM induce recombinacion en células madre neurales y en
progenitores de division rapida. Demostramos que la induccion con TAM en el ratén
Ascl1¢ERT2 marca una cohorte de neuronas en el GD que muestra la progresion
temporal tipica de las propiedades morfologicas, fenotipicas y electrofisioldgicas de las
nuevas CGs. La presencia de células Tom* del tipo glia radial durante los primeros
dias luego de la administracion de TAM es consistente con la expresién de Ascl1 en
las células madre neurales (Andersen et al 2014, Kim et al 2011). Sin embargo, esta
poblacién de células disminuyd considerablemente hacia los 10 dias luego del TAM,
sugiriendo que las células del tipo glia radial marcadas ya estaban comprometidas a

entrar al ciclo de divisiones rapidas seguido de la diferenciacion neuronal.

La posibilidad de utilizar ratones genéticamente modificados en combinacion
con otras herramientas de marcaje, tales como el marcado retroviral, amplia
considerablemente las posibilidades experimentales. Herramientas bien caracterizadas
permiten el disefio de experimentos confiables y una interpretacion precisa de los
datos. Como se vera en los préximos capitulos, la combinacién de optogenética y
quimiogenética con el uso de animales genéticamente modificados contribuird a la

clarificacion de aspectos clave de la neurogénesis adulta en la funcién hipocampal.
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Capitulo Il

Mecanismos de control de la maduracion neuronal

Introduccion

La neurogénesis adulta es un proceso complejo que involucra varias etapas
comenzando con la proliferacion de las células tipo 2, la posterior adquisicion del
fenotipo neuronal por parte de la progenie celular y finalmente la maduracion e
integracion funcional durante varias semanas. Durante este periodo, las CGs jovenes
extienden sus axones y dendritas, estableciendo una conectividad adecuada con la
red prexistente (Esposito et al 2005, Laplagne et al 2006, Overstreet-Wadiche et al
2006a, Overstreet Wadiche et al 2005, Piatti et al 2006, Toni et al 2008, Toni &
Schinder 2015). El pasaje desde el progenitor neural a CG ofrece multiples puntos de
regulacién que estan controlados por condiciones fisiolégicas y patolégicas, que
modulan en Ultima instancia la eficiencia y la calidad del proceso neurogénico
(Andersen et al 2014, Song et al 2013, Song et al 2012, Urban & Guillemot 2014,
Waterhouse et al 2012). Experiencias simples tales como el ejercicio fisico o la
exploracién de ambientes novedosos pueden modular la produccién, maduracion,
sobrevida y la conectividad de las nuevas CGs (Bergami et al 2015, Chancey et al
2013, Kempermann et al 1997, Piatti et al 2011, van Praag et al 1999). Se conoce
bastante acerca de los eventos regulatorios que rigen la transicion temprana desde los
progenitores hasta el estadio neuronal; sin embargo, poco se sabe acerca de los
pasos subsiguientes que resultan en la integracion funcional de las nuevas CGs a la

red prexistente.

Los pasos regulatorios mejor caracterizados de la neurogénesis adulta son la
tasa de proliferacion de los progenitores neurales y la sobrevida de las CGs en
desarrollo. Por ejemplo, el ejercicio, el aprendizaje y el enriquecimiento ambiental

pueden incrementar la produccion o sobrevida neuronal, mientras que el
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envejecimiento, el estrés y la depresion entre otras condiciones disminuyen la tasa de
neurogénesis (Abrous et al 2005, Gould et al 1999, Parent & Lowenstein 2002, van
Praag et al 1999, Zhao et al 2008). La idea de que la maduracién neuronal podia ser
alterada fue observada inicialmente en modelos de epilepsia, en los que se observd
que las nuevas CGs exhibian un fenotipo maduro pocos dias después de su
generacién (Overstreet-Wadiche et al 2006b). Los tratamientos cronicos con
antidepresivos también demostraron estimular la maduracion neuronal (Wang et al
2008). Adicionalmente, manipulaciones experimentales para alterar la sefalizacién de
GABA en las CGs jévenes indujeron importantes defectos en su desarrollo (Ge et al
2007b). Estos trabajos, que involucraban una condicion patolégica especifica o una
alteracion en la senalizaciéon de GABA, demostraron que el desarrollo neuronal es

sensible a alteraciones en la actividad eléctrica del circuito.

Recientemente se observé que estimulos fisioldgicos también pueden modular
la maduracién y conectividad funcional de las neuronas que se desarrollan en el
hipocampo adulto. Las CGs que se desarrollan en el polo temporal del hipocampo
muestran una tasa de maduracion menor que en el polo septal (Snyder et al 2012, Sun
et al 2013). Ademas, se ha demostrado que el ejercicio voluntario promueve la
maduracién de las nuevas CGs que se desarrollan en el polo temporal del hipocampo
(Piatti et al 2011). Notablemente, la tasa de maduracién correlaciona con los niveles
de actividad de las CGs maduras del GD (Piatti et al 2011), sugiriendo que la actividad
de la red modula el desarrollo neuronal. El enriquecimiento ambiental también ha sido
relacionado con modificaciones en las CGs jévenes. La exposicion a un ambiente
enriquecido (AE) por 2 horas es suficiente para activar sinapsis silentes en CGs
jovenes, mediante un mecanismo dependiente de GABA (Chancey et al 2013).
También se ha demostrado que 4 semanas de exposicion a un AE incrementan la
cantidad y diversidad de conexiones que reciben las CGs nacidas en el cerebro adulto
(Bergami et al 2015). Estos trabajos sugieren que la maduracion y conectividad de las
nuevas CGs pueden ser moduladas de forma dependiente de experiencia. Sin
embargo, los detalles de como se produce esta integracion y los mecanismos que la

median aun no estan claros.
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Parte 1: Rol del microambiente hipocampal en la modulacion de la

neurogénesis adulta

Objetivos

A partir de las observaciones y datos recogidos en la seccion anterior
proponemos la siguiente hipétesis: la experiencia induce una activacion del GD, lo que
determina un efecto importante sobre el desarrollo de las CGs nacidas en el
hipocampo adulto. El objetivo de esta etapa es determinar como la experiencia modula
el desarrollo neuronal, y cual es el rol de los circuitos locales del microambiente
hipocampal en este proceso modulatorio. Para lograr este objetivo, desarrollamos los

experimentos que se detallan en las secciones subsiguientes.

Como se vio anteriormente, las nuevas CGs del polo temporal del hipocampo
adulto se desarrollan a una tasa lenta (Piatti et al 2011, Snyder et al 2012, Sun et al
2013). Ademas, el ejercicio voluntario induce una aceleracion de la maduracién, cuyo
mayor efecto se hace evidente a los 21 dias de edad neuronal (Piatti et al 2011). Por
este motivo, los resultados de CGs nuevas que se muestran a continuacion fueron
obtenidos en neuronas del polo temporal, 3 semanas después del marcado neuronal.
Cabe mencionar que para cada experimento se eligio la técnica de marcado neuronal

mas adecuada de acuerdo a las herramientas disponibles.

El ejercicio voluntario como estimulo de la maduraciéon neuronal

Trabajos previos mostraron que las nuevas CG del polo septal y temporal se
desarrollan a una tasa similar durante los primeros dias; sin embargo, a partir de la
tercer semana, las CGs del polo septal aceleran su maduracion, mientras que las del
polo temporal se mantienen en un estado inmaduro al menos hasta los 21 dpi (Piatti et
al 2011, Snyder et al 2012, Sun et al 2013). Ademas, se demostrd que el ejercicio

voluntario induce una aceleracion de la maduracion en las nuevas CGs del polo
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temporal (Piatti et al 2011). Las diferencias en el grado de maduracién neuronal

descriptas arriba podrian ser compatibles con los siguientes escenarios alternativos:

1) El ejercicio voluntario activa un subtipo de células progenitoras (tipo 1 o tipo 2)
en el polo temporal del GD, cuya progenie tiene una tasa de maduracion

acelerada;

2) El ejercicio genera una sefial en el GD que las nuevas CGs pueden percibir

desde el momento en que comienza la diferenciacion neuronal;

3) Las CGs perciben la sefal del ejercicio en las etapas temprana de su

maduracion, cuando se esta desarrollando la sinaptogénesis GABAérgica;

4) Las CGs perciben la sefial del ejercicio en las etapas mas avanzadas de la

maduracion, cuando se esta desarrollando la sinaptogénesis glutamatérgica.

Para discriminar entre estas posibilidades, realizamos una serie de
experimentos con un método rapido para obtener una primera aproximacion de las
ventanas de estimulacién (figura 7). Ratones adultos recibieron una serie de
inyecciones intraperitoneales de BrdU con el objetivo de marcar una cohorte de
neuronas nacidas en el hipocampo adulto, y las CGs-BrdU se analizaron 21 dias
después del marcado (dias post-inyeccion, dpi). A los diferentes grupos
experimentales se les colocé una ruedita para correr (ejercicio voluntario) en diferentes

momentos del desarrollo neuronal (figura 7 A):

- Grupo control, sin ruedita;

- Grupo 1, gjercicio pleno (-2 — 21): la ruedita se colocé desde 2 dias antes de la
inyeccion de BrdU para que, al momento de marcar los progenitores, estuviera
completamente desencadenado el proceso disparado por el ejercicio (Vivar et
al 2013);

- Grupo 2, ejercicio 3 — 21 dpi: para evaluar si la modulacién por ejercicio ocurre

durante el desarrollo neuronal;
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Figura 7. Periodos de alta sensibilidad al ejercicio voluntario. (A) Disefio experimental.
Hembras “wild type” recibieron dos inyecciones intraperitoneales de BrdU (50 pg/g) durante
dos dias consecutivos para marcar una cohorte de CGs nacidas en el giro dentado adulto.
Se colocd una rueda para correr en la caja segun se indica (lineas verdes). Se realizd un
analisis de expresion de marcadores por inmunofluorescencia y microscopia confocal en
células BrdU* de 21 dpi. (B) Ejemplos de CG marcada con BrdU (CG-BrdU) que expresa
doublecortin (DCX) pero no calbindin (Cb) en un ratén sedentario (izquierda) y CG-BrdU que
expresa Cb pero no DCX en un ratén full running (derecha). Escala: 20 um. (C)
Cuantificacion de la expresion de DCX (gris claro) y Cb (gris oscuro) de los grupos
experimentales indicados en (A). Tamano de muestra: 100 - 200 células, con 3-5 ratones
para cada condicion.

- Grupo 3, ejercicio -2 — 11 dpi: para evaluar si la modulaciéon ocurre en el

periodo de sinaptogénesis GABAérgica;

- Grupo 4, ejercicio -2 — 3 dpi: para evaluar si la modulacién ocurre durante el

periodo de division de los progenitores;

- Grupo 5, gjercicio 11 — 21 dpi , para evaluar si la modulacién ocurre en el

periodo de sinaptogénesis glutamatérgica;

Se analiz6 la expresiéon de los marcadores DCX (temprano) y Cb (tardio) en
células de la GCL que expresaban BrdU; dado que DCX se expresa en neuronas

inmaduras y Cb en CGs maduras, un mayor porcentaje de células expresando Cb y
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menor porcentaje expresando DCX indica un estado de maduracion poblacional mas
avanzado. Este analisis nos permitié realizar una primera aproximacién para evaluar
las ventanas de estimulacién. Los grupos en los que la exposicion a la ruedita se
realizd durante los primeros dias del desarrollo neuronal (3 a 11 dpi) presentan los
niveles de expresiéon de Cb y DCX mas cercanos al grupo de ejercicio pleno (figura 7
C). Esto sugiere que las neuronas en desarrollo respondieron a la actividad del
ambiente generada por el ejercicio cuando estan atravesando los primeros dias del

desarrollo neuronal, posiblemente durante el periodo de sinaptogénesis GABAérgica.

Para estudiar en mas detalle el periodo encontrado con los experimentos
descriptos arriba, realizamos un experimento que nos permitié obtener una medida
mas cuantitativa del fendmeno observado. El marcado de progenitores neurales en
division mediante retrovirus (RV) permite cuantificar, en la progenie celular,
parametros morfolégicos que evidencian el estado de maduracion neuronal tales como
longitud total de arbol dendritico y densidad de espinas, por lo que es la técnica mas
adecuada para realizar este experimento (figura 8). Se administré un RV para marcar
progenitores en divisidon con la proteina fluorescente roja (RFP) para luego identificar
esa cohorte de células granulares (CGs-RFP). Al grupo “ejercicio 3 — 11” se le coloco
una ruedita para correr durante los dias 3 a 11 del desarrollo neuronal, mientras que el
grupo control permanecié en condiciones sedentarias. La morfologia de las CGs-RFP
se analizé 21 dias después del marcado retroviral (dias post-inyeccion, dpi). Las
neuronas del grupo “ejercicio 3 — 11” muestran un incremento significativo de la
longitud total de arbol dendritico y una mayor densidad de espinas (figura 8 C-F).
Ademas, se realizé un analisis de Sholl (figura 8 D; ver Métodos) para evaluar la
complejidad del arbol dendritico en ambas poblaciones de neuronas. Se encontré que
las neuronas del grupo “ejercicio 3 — 11”7 muestran un mayor numero de

intersecciones, indicando un arbol dendritico mas complejo.

En conjunto, estos resultados indican que las CGs que se desarrollan en el
polo temporal del hipocampo pueden percibir la senal que genera el ejercicio
voluntario, en una etapa discreta y correspondiente a los dias 3 a 11 de su desarrollo.

Como consecuencia de esta activacion, las neuronas aceleran su tasa de maduracion.
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Figura 8. El ejercicio voluntario promueve la maduracién neuronal. (A) Disefio
experimental. Se inyecté un RV-RFP en el GD para marcar una cohorte de CGs. Se colocé
una rueda para correr en la caja a partir del dia 3 y hasta el dia 11 del desarrollo neuronal.
Las CGs-RFP de 21 dpi se analizaron morfologicamente por inmunofluorescencia y
microscopia confocal. (B) Imagenes confocales representativas de CGs de 21 dpi
obtenidas de ratones control (izquierda) y ejercicio 3-11 (derecha). Escala: 20 um. (C — D)
Medida de longitud dendritica total y analisis de Sholl de las CGs correspondientes a cada
grupo. *** indica un P < 0.0001 luego de un test t con correccion de Welch, conunn =29y
22 CGs (4 ratones) para los grupos control y ejercicio 3-11 respectivamente. (E) Imagenes
confocales representativas de fragmentos dendriticos correspondientes a cada grupo
experimental. Escala: 5 um. (F) Analisis cuantitativo de la densidad de espinas de cada
grupo. ** indica un P = 0.0014 luego de un test t con correccion de Welch, con n = 19
fragmentos dendriticos para cada grupo (de 4 ratones).
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El ambiente enriquecido y la neurogénesis adulta: efectos sobre la maduracion y

sobrevida neuronal

A pesar de que muchas CGs mueren antes de madurar, las neuronas
sobrevivientes estan funcionalmente integradas en la red prexistente a las 4 semanas
de edad (Jessberger & Kempermann 2003, Marin-Burgin et al 2012, van Praag et al

2002). La evidencia indica que estas nuevas CGs en el GD juegan un papel importante
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Figura 9. La experiencia exploratoria en un ambiente enriquecido (AE) activa la GCL.
(A) La caja del AE con los ratones explorando. (B) Disefo experimental. Ratones adultos
fueron colocados en un AE para exploracion libre durante 30 minutos (linea azul), o se
dejaron en una caja comun (control), y fueron perfundidos luego de 2 horas. La expresion de
Arc en la GCL fue detectada por inmunofluorescencia y microscopia confocal. (C) Imagenes
representativas de la expresion de Arc (rojo) en el GD de un ratén control y uno expuesto al
AE. NeuN se muestra en azul. Escala: 100 um. Abajo: Ejemplos de CGs en las que se
observa la colocalizacién de Arc con NeuN. Escala: 20 um. (D) Proporcidon de CGs que
expresan Arc en el GD de ratones control y AE. * indica un P = 0.0286 luego de un test
Mann—Whitney, con n = 4 ratones para cada grupo.
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en los procesos de aprendizaje y memoria (Bruel-Jungerman et al 2005, Shors et al
2001, Shors et al 2002, Snyder et al 2005, Winocur et al 2006). En particular, la
exposicion a un AE promueve la exploracién espacial y la actividad neural en el GD
inducida por la novedad (Chancey et al 2013, Nitz & McNaughton 2004, Overstreet-
Wadiche et al 2006a, Tashiro et al 2007). El objetivo de esta seccidén es evaluar el
efecto de la exposicién a un AE sobre la maduracién neuronal. Ademas de promover
la actividad neural en el GD, el AE representa una demanda cognitiva mayor que el
ejercicio voluntario y es una actividad particularmente interesante para los ratones, en
la cual son colocados en una caja de mayor tamafio en la que tienen acceso a tuneles,

juguetes, una escalera e incluso una casa con forma de queso (figura 9 A).

En primer lugar nos preguntamos si la exposicion a un AE modifica los niveles
de activacion de la GCL del GD. Un grupo de ratones se mantuvo en una caja normal
(grupo control), mientras que otro grupo fue colocado por 30 minutos en un AE (grupo
AE), y se analizaron 2 horas después (figura 9 B). Para determinar el nivel de actividad
se utiliz6 a modo de sensor la expresion del gen de respuesta inmediata Arc en CGs
(Piatti et al 2011); la GCL y las CGs fueron identificadas por la expresiéon del marcador
neuronal NeuN. Se observé un mayor porcentaje de CGs expresando Arc en el GD de
los ratones que habian sido expuestos a un AE comparados con el grupo control
(figura 9 D). Estos resultados se corresponden con trabajos recientes (Chawla et al
2005, Huckleberry et al 2015, Meconi et al 2015, Ramirez-Amaya et al 2013, Tashiro et
al 2007, Vazdarjanova et al 2006). Concluimos entonces que la exposicién a un AE
durante tiempos muy breves tiene un efecto activador del GD, evidenciado en este
caso por un aumento en la cantidad de neuronas Arc positivas. Este experimento fue

realizado en colaboracién con Mariela Trinchero.

Posteriormente nos preguntamos si la exposicion a un AE durante un periodo
de tiempo restringido podria modular la maduracién de las CGs y si dicha modulacion
es dependiente del estadio en el que se encuentran las CGs en desarrollo. Ratones
adultos recibieron un RV-RFP en el GD temporal para marcar una cohorte de
neuronas nuevas (CGs-RFP). Cada grupo experimental fue expuesto a un AE por
periodos de 48 horas a diferentes tiempos post-inyeccion, de acuerdo al esquema de
la figura 10 A. Se evalué la morfologia de las CGs-RFP a los 21 dpi. Las CGs-RFP
mostraron un mayor desarrollo dendritico cuando la exposicion a un AE se da en el
periodo comprendido entre los dias 9 a 11 de edad neuronal (AE 9-11), pero no antes

o después de este periodo (figura 10 B-C). Este resultado es consistente con los

36



A B Cc
. . . . P 800+
HRED ) Comienzo del Ambiente Enriquecido (dias) = Ty
} Dias post marcado neuronal [ 5 I 9 | { 14 |1 17 | E_ *%
01 3 5 7 9 11131517191 o 600 kd
Periodos de AE i 5
, [ f . £ 400 -
: & h=
=
2
: 5, 200+
‘r =
B T 5 ]
L f 3
(/ /’ 0-

» 5 9 14 17
Comienzo del AE (dias)

Figura 10. Una breve experiencia en un AE dentro de un periodo critico acelera la
maduracion morfolégica. (A) Disefio experimental. Un RV-RFP fue inyectado en el GD
temporal para marcar CGs (GCs-RFP) nacidas durante la adultez. Los grupos de ratones se
colocaron en un AE por 48 horas a diferentes tiempos post inyeccién (lineas azules) o se
dejaron en una caja comun (control). Se analizaron parametros morfologicos de las CGs-
RFP a los 21 dias por inmunofluorescencia y microscopia confocal. (B) Imagenes
confocales representativas de CGs-RFP de 21 dpi para cada grupo. Escala: 50 um. (C)
Medidas de longitud dendritica total de CGs expuestas al AE a diferentes edades
neuronales. ** indica un P < 0.01 *** indica un P < 0.001; luego de un andlisis de varianza
(ANOVA; P < 0.0001) seguido de un post test de Bonferroni, con n = 31, 27, 24 y 27
neuronas (de 3 o 4 animales por grupo) para los grupos cuyo AE comenzd a los 5, 9, 14 y
17 dias, respectivamente.

mostrados en la seccion anterior en los que se vio que el ejercicio voluntario acelera la
maduracion cuando es realizado durante los dias 3 a 11 del desarrollo neuronal. Estos
datos sugieren que la exposicion a un AE por tan solo 48 horas en una etapa precisa

del desarrollo neuronal es suficiente para promover la maduracion de las nuevas CGs.

Para examinar este fendmeno en mayor detalle y proveer una comparacion
estandarizada, decidimos realizar una nueva serie de experimentos. Evaluamos el
efecto de la exposicién a AE 9-11 sobre la maduracién neuronal, comparado con un
grupo control que se mantuvo en una caja normal durante todo el periodo. Las CGs-
RFP de 21 dpi que se desarrollaron en AE 9-11 presentaron caracteristicas
morfolégicas mas maduras: un mayor desarrollo y complejidad del arbol dendritico y

un incremento en la densidad de espinas, comparado con los controles (figura 11).

Ha sido reportado que la exposicion a un AE favorece la sobrevida y la
activacion de CGs 6 semanas después de su generacion (Tashiro et al 2007).
Notablemente, ese trabajo muestra que la mayor sobrevida se ve cuando el AE tiene
lugar en la segunda semana de edad neuronal, lo que seria completamente
consistente con el periodo critico de maduracién descripto aqui. Ademas, en trabajos

previos de nuestro laboratorio se observé que la actividad eléctrica intrinseca a la que
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estan sometidas las GCs en desarrollo puede afectar la sobrevida neuronal (tesis de
Maria Georgina Davies Sala, 2012). Asimismo, se ha visto que el tratamiento de
shocks electro-convulsivantes produce un incremento en la sobrevida de las neuronas
nacidas en el cerebro adulto (Parent & Lowenstein 2002, Parent & Murphy 2008,
Parent et al 1997). Nos preguntamos entonces si la exposicién a AE 9-11 tendria algun
efecto en la sobrevida de esas CGs. Analizamos la cantidad de CGs-RFP de 21 dpi en
la capa granular del GD (figura 12). Encontramos que los ratones que fueron
expuestos a AE 9-11 muestran una mayor cantidad de CGs-RFP que el grupo control.
Este discreto incremento, aunque significativo, sugiere que las neuronas que se

desarrollan en AE 9-11 sobreviven en mayor medida que las neuronas de los grupos
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Figura 11. La experiencia exploratoria durante el periodo critico promueve el
desarrollo neuronal. (A) Imagenes confocales representativas de CGs de 21 dpi de
ratones expuestos a un AE (AE 9-11) y controles no expuestos, con 4,6-diamidino- 2-
phenylindole (DAPI; azul) marcando la GCL. Escala: 20 um. (B) Medidas de longitud
dendritica total de CGs de ambas condiciones. *** indica un P < 0.0001 luego de un test t
con correccion de Welch, con un n = 15 y 44 neuronas (de 3 a 5 ratones) para las
condiciones control y AE 9-11, respectivamente. Los circulos naranja corresponden a la
CGs ejemplo mostradas en (A). (C) Imagenes de alta resolucion para resaltar las espinas
dendriticas a los 21 dpi. Escala: 5 um. (D) Medidas de densidad de espinas para ratones
control y AE 9-11. * indica un P < 0.05 luego de un test t con correccién de Welch, con un n
= 17 y 23 segmentos (de 3 a 5 ratones) para las condiciones control y AE 9-11,
respectivamente. (E) El andlisis de Sholl muestra un crecimiento dendritico sustancial
inducido por AE. (F) Cuantificacion del numero total de intersecciones en el andlisis de
Sholl. *** indica un P < 0.0001 luego de un test t con correccion de Welch, conun n =15y
44 neuronas (de 3 a 5 ratones) para las condiciones control y AE 9-11, respectivamente.
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control. Estos experimentos fueron realizados en colaboraciéon con Mariela Trinchero y

Karina Buttner.

Los resultados hasta aqui mostrados indican que las CGs que se desarrollan
en un AE durante el periodo comprendido entre los dias 9 a 11 de edad neuronal
presentan un arbol dendritico mas desarrollado y de mayor complejidad y un
incremento en la densidad de espinas. Ademas, la exposicion a un AE durante el

periodo descripto incrementa ligeramente la sobrevida neuronal temprana.

En secciones previas observamos que el ejercicio voluntario promueve la
maduracion neuronal en una etapa correspondiente a los dias 3 a 11 de su desarrollo
(figuras 7 y 8). En base a los resultados obtenidos con AE, nos preguntamos si 48
horas de ejercicio voluntario en el periodo descripto tendrian algun efecto sobre la tasa
de maduracion neuronal. Realizamos un experimento en el que los ratones adultos
recibieron una inyeccién de un RV-RFP y luego se les colocd por 48 horas una ruedita
para correr desde el dia 9 de edad neuronal (grupo “ejercicio 9-117), y se comparoé con
los resultados de “ejercicio 3-11” obtenidos previamente (figura 13). Observamos que
las CGs del grupo ejercicio 9-11 mostraron un mayor desarrollo dendritico comparado
con el control, aunque en menor medida que el ejercicio 3-11. Ademas, se observo un
leve incremento en la densidad de espinas, que no llegé a ser estadisticamente
significativo. Concluimos entonces que el ejercicio voluntario promueve la maduracion
neuronal incluso en periodos cortos de tiempo. Sin embargo, los resultados sugieren

que este estimulo tiene caracteristicas distintas al AE.
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Figura 13. Dos dias de ejercicio voluntario promueven la maduracién neuronal. (A)
Disefio experimental. Se inyecté un RV-RFP en el GD para marcar una cohorte de CGs. Se
coloco una rueda para correr en la caja durante los periodos de tiempo que se indican y se
realizé el analisis morfolégico por inmunofluorescencia y microscopia confocal de las CGs-
RFP a los 21 dpi. (B) Imagenes confocales representativas de CGs de 21 dpi obtenidas de
ratones control (izquierda), ejercicio 3-11 (centro) y ejercicio 9-11 (derecha). Escala: 20 um.
(C — D) Longitud dendritica total de las CGs correspondientes a cada grupo. ** indica un P <
0.01 y *** indica un P < 0.001 luego de un ANOVA (P < 0.0001) seguido de un post test de
Bonferroni con n = 29, 22 y 15 CGs (4 o 5 ratones) para los grupos control, ejercicio 3-11y
ejercicio 9-11 respectivamente. (E) Imagenes confocales representativas de fragmentos
dendriticos correspondientes cada grupo experimental. Escala: 5 um. (F) Analisis
cuantitativo de la densidad de espinas de cada grupo. ** indica un P < 0.01 luego de un
ANOVA (P = 0.0058) seguido de un post test de Bonferroni con n = 19, 19 y 15 fragmentos
(4 o 5 ratones) para los grupos control, ejercicio 3-11 y ejercicio 9-11 respectivamente.
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Efecto del AE en las propiedades funcionales de las neuronas en desarrollo

Trabajos previos de nuestro laboratorio (Esposito et al 2005, Marin-Burgin et al
2012, Mongiat et al 2009, Piatti et al 2011, Yang et al 2015) han demostrado que a
medida que avanza el proceso de maduracidén neuronal, se producen cambios a nivel
morfolégico que estan acompafados por un desarrollo funcional progresivo,
incluyendo un aumento en la conectividad y excitabilidad neuronal, y sinaptogénesis,
entre otros. Nos preguntamos entonces si los cambios morfolégicos observados en las
CGs que fueron expuestas a un AE tienen un correlato en el perfil electrofisiolégico de
la neurona. Disefiamos un experimento en el que el marcado neuronal se realizé
mediante una estrategia genética para obtener una mayor cantidad de neuronas
marcadas por seccion. La administraciéon de TAM en ratones Ascl1C¢ERT2: CAGfloxStopTom
adultos indujo la expresion permanente de Tom en la poblacién de CGs generadas al
momento de la induccion (CGs-Tom) (ver Introduccién y Parte 1). La adquisicion y
analisis de los registros electrofisioldgicos mostrados en esta seccion fue realizada por

Sung Min Yang.

Ratones Ascl1CreERT2CAGMStorTom fyeron inducidos con TAM, expuestos a un
AE durante lo dias 9 a 11 del desarrollo neuronal, y 20 dias después del marcado
genético se obtuvieron rebanadas agudas de cerebro (ver Métodos) para proceder al
analisis ex vivo (figura 14 A-B). Con el objetivo de caracterizar las propiedades
electrofisioldgicas neuronales se llevaron a cabo registros en configuracién whole-cell
en CGs-Tom (figura 14 C). En general, las CGs-Tom de 20 dias de edad mostraron
propiedades eléctricas tipicas de neuronas inmaduras, tales como una resistencia de
input elevada, baja capacitancia de membrana y una capacidad limitada para disparar
potenciales de accién (figura 14 D-F). Las CGs-Tom de los ratones expuestos a AE
mostraron una resistencia de membrana y propiedades de disparo similares a las de
los ratones control, indicando un grado de maduracién funcional similar para las dos
poblaciones de neuronas. La capacitancia de membrana se vio leventemente
incrementada, lo que seria consistente con un arbol dendritico mas desarrollado. Sin
embargo, mostraron un importante incremento (3 veces) en la frecuencia de corrientes
postsinapticas excitatorias espontaneas (sEPSCs), reflejando una mayor integracion
de la neurona a través de un numero incrementado de contactos de la red excitatoria
(figura 14 G). La amplitud de los sEPSCs no se vio afectada por el estimulo, lo que
indica que el aumento en la frecuencia de actividad espontanea de las CGs esta dado

por cambios en la propia célula mas que por cambios en la red.
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En sintesis, la exposicién a un AE durante tan solo dos dias en un periodo
breve pero preciso del desarrollo neuronal (dias 9 a 11), tuvo un fuerte impacto en la

morfologia e integracion funcional de la CGs nacidas en el hipocampo adulto.
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Figura 14. Propiedades funcionales de las nuevas CGs de ratones control y AE 9-11.
(A) Disefio experimental. Ratones Ascl1CreERT2;CAGfloxStopTom recibieron TAM (150 ug/g, dos
inyecciones en un dia) para marcar una cohorte de nuevas CGs (CGs-Tom) y fueron
expuestos a un AE durante los dias 9-11 del desarrollo neuronal. A los 20 dpi se obtuvieron
registros de whole-cell de CGs-Tom. (B) Imagenes representativas de CGs-Tom obtenidas
de ratones control o AE 9-11, con una inmunofluorescencia para el marcador neuronal
NeuN (cian) marcando la GCL. Escala: 100 pum. (C) Arriba: Trazos de voltaje
representativos mostrando el disparo de CGs-Tom en respuesta a inyecciones de corriente
despolarizante (60 pA, 500 ms) para ratones control y AE 9-11. Escala: 20 mV, 50 ms.
Abajo: Trazos de corriente representativos (2 por célula) mostrando los EPSCs
espontaneos obtenidos de CGs-Tom control y AE 9-11 mantenidas a -70 mV. Escala: 4 pA,
2 s. (D - E) Propiedades pasivas de membrana. * indica un P < 0.05 luego de un test Mann-
Whitney con n = 17 CGs para cada condicion. (F) Maximo numero de disparos en respuesta
a una inyeccion de corriente despolarizante. (G — H) Frecuencia y amplitud de los EPSCs
espontaneos. *** indica un P < 0.001 luego de un test Mann-Whitney con n = 17 y 16
neuronas para los ratones control y AE 9-11, respectivamente. Los circulos naranja
corresponden a los trazos mostrados en (C).
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Rol de la activacion del GD en el proceso de desarrollo neuronal

En las secciones anteriores vimos que el AE 9-11 promueve una aceleracion
en la maduracién en las neuronas en desarrollo, y una mayor conectividad funcional.
El objetivo de esta seccion es identificar el mecanismo por el cual la experiencia
exploratoria es transmitida a sefales locales que actuan sobre las nuevas neuronas
individuales. Como el AE activa fuertemente la GCL (figura 9), nos preguntamos si la
activacion de la red local tiene algun efecto en el desarrollo de las nuevas CGs. Para
alcanzar este objetivo, utilizamos particulas retrovirales disefiadas para inducir la
expresion del receptor asociado a proteina G activado por ligando sintético hM3D
(Alexander et al 2009). EI hM3D es un receptor obtenido por evolucién dirigida a partir

del receptor de acetilcolina, seleccionado para que sea activado especificamente por
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Figura 15. Caracterizacion de la activaciéon de las CGs-hM3D mediada por CNO. (A)
Disefio experimental. Se inyecté un RV-hM3D para marcar una cohorte de nuevas CGs en
un ratén adulto. A los 28 dias se administr6 CNO por via intraperitoneal (5 ug/g) o se lo
administré en el agua de beber (5 ug/g) la noche previa. Los niveles de activacion de las
CGs-hM3D se evaluaron por inmunoflourescencia y microscopia confocal del marcador de
actividad Arc. (B) Imagenes confocales que muestran el GD con CGs-hM3D de ratones que
recibieron vehiculo (izquierda) o CNO (derecha; analisis realizado 7 horas después de la
administracion de CNO). La GCL se encuentra marcada con NeuN (azul). Escala: 20 ym.
(C) Curso temporal de la activacion de las CGs-hM3D luego de la inyeccion intraperitoneal
de CNO. (D) ElI CNO causa la activaciéon de las CGs-hM3D (pero no el vehiculo) 7 horas
después de la administracion. * indica un P = 0.0325 luego de un test Mann—Whitney, con n
= 5 ratones control y 3 ratones CNO. Se muestra también la activacion de las CGs-hM3D
producto de la administracion de CNO por via oral (n = 2 ratones).
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el ligando sintético CNO (Clozapine-N-Oxide). Tras la activacion, se recluta una via
mediada por proteina G que desemboca en el cierre de canales de K*, ocasionando la
despolarizacion (Conklin et al 2008, Dong et al 2010, Pei et al 2008, Urban & Roth
2015).

En primer lugar, evaluamos el efecto de la activacion in vivo de CGs maduras
expresando el receptor hM3D (CGs-hM3D) (figura 15 A-B). Tras la administracién
intraperitoneal de CNO, mas del 60% de las CGs-hM3D expresaron Arc, reportero de
actividad neuronal (figura 15 B-D). Ademas, el CNO se administrd por la via oral (en el
agua de beber); las CGs-hM3D de ratones que recibieron CNO en el agua durante
toda la noche mostraron un alto porcentaje de expresion de Arc (figura 15 D).
Concluimos entonces que hM3D es una herramienta adecuada para activar CGs in

Vivo.

Con el objetivo de evaluar si la activaciéon quimiogenética del GD tiene algun
efecto sobre la maduracion neuronal disefiamos el siguiente experimento (figura 16 A).
Ratones adultos jévenes recibieron una inyeccién de RV-hM3D para expresar en una
cohorte de CGs el receptor sintético hM3D (CGs-hM3D). Luego de 7 semanas, cuando
esas neuronas habian completado su maduracion, se inyecté un RV-RFP para marcar
otra cohorte de CGs (CGs-RFP). Cuando el segundo grupo de neuronas estaba
atravesando el periodo critico de maduracién descripto anteriormente (dias 9 a 11 de
edad neuronal), se administr6 CNO de forma tal de activar la cohorte de neuronas
maduras CGs-hM3D. Paralelamente, otro grupo de ratones recibi6 el mismo
tratamiento retroviral, pero se les administr6 CNO durante 96 horas desde el dia 8
hasta el 12 del desarrollo neuronal; este grupo tuvo como objetivo evaluar la
posibilidad de que solo dos dias de activacién del GD no tuvieran ningun efecto sobre
la maduracion neuronal. Se analizé la morfologia de las CGs-RFP a los 21 dias. En
ambos grupos activados se observé un incremento importante en el tamano y la
complejidad del arbol dendritico en comparacion al control (figura 16 B-E). En el grupo
que recibio CNO de 9 a 11 dpi se analiz6 también la densidad de espinas y se observo
un incremento importante en comparacion con el control. Estos resultados confirman
que la activacién una subpoblacion de CGs maduras del GD in vivo causa una
aceleracion de la maduracion e integracion funcional de las neuronas que se

desarrollan en el hipocampo adulto (figura 16 F-G).
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Figura 16. La activacion quimiogenética de una cohorte de CGs maduras promueve la
integracion de nuevas CGs que estan atravesando el periodo critico. (A) Diseno
experimental. Un RV-hM3D fue inyectado en el GD para marcar nuevas CGs (CGs-hM3D).
Luego de 7 semanas se inyecté un RV-RFP para marcar otra cohorte de CGs (CGs-RFP).
Ocho o nueve dias después, los ratones recibieron CNO por 96 o 48 horas para estimular
las CGs-hM3D maduras que estaban en contacto con las CGs-RFP jovenes. El analisis
morfolégico se realizd en las CGs-RFP a los 21 dpi. (B) lzquierda: Imagenes
representativas del GD mostrando CGs-RFP de 21 dpi (rojo) y CGs-hM3D de 70 dpi (verde)
de ratones que recibieron vehiculo o CNO. Derecha: Ejemplos representativos de CGs-
RFP. Escala: 50 um. (C — E) Medidas de longitud dendritica (C) y analisis de Sholl (D y E)
que demuestran el sustancial crecimiento de las CGs-RFP de ratones que recibieron CNO.
**indica un P < 0.01; *** indica un P < 0.001 luego de un analisis de varianza (ANOVA,; P <
0.0001) seguido de un post test de Bonferroni, con n = 21, 23 y 17 neuronas (con 5 ratones
para cada grupo) para los grupos control, activado 9-11 y activado 8-12, respectivamente.
(F — G) Se muestran segmentos neuronales para destacar las espinas dendriticas. Escala:
5 um. La densidad de espinas es mayor luego de la activaciéon de las CGs-hM3D. *** indicia
un P < 0.001 luego de un test de t con correccion de Welch, con n = 22 y 20 segmentos (de
5 ratones) para las condiciones control y activado 9-11, respectivamente. Los circulos
naranja corresponden a los ejemplos mostrados en (F).
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Discusion

En esta seccién evaluamos el rol la actividad del microambiente hipocampal en
el desarrollo de las nuevas CGs del GD adulto. En primer lugar, confirmamos que el
ejercicio voluntario promueve el desarrollo neuronal, como habia sido reportado
previamente (Piatti et al 2011). Ademas, encontramos un periodo en el que las
neuronas son sensibles a la activacion del ambiente inducida por el ejercicio (figuras 7
y 8). Notablemente, este periodo corresponde a los dias 3 a 11 del desarrollo
neuronal, coincidente con el comienzo de la sinaptogénesis GABAérgica (Esposito et
al 2005).

Los efectos del AE en el proceso de neurogénesis en el hipocampo adulto han
sido ampliamente estudiados (Brown et al 2003, Kempermann 2015a, Kempermann &
Gage 1999, Kempermann et al 1997, Kempermann et al 1998, Tashiro et al 2007, van
Praag et al 1999). En este capitulo, demostramos que 30 minutos de AE inducen la
expresion de Arc en CGs maduras, indicando una importante activacién del GD (figura
9) (Huckleberry et al 2015, Tashiro et al 2007). Mas aun, la exposicion a un AE fue
suficiente para promover la maduracion de nuevas CGs. Notablemente, esa
exposicion fue efectiva solo en el periodo correspondiente a los dias 9 a 11 del
desarrollo neuronal, siendo este periodo consistente con los resultados de ejercicio
voluntario (figuras 10 y 11). Sin embargo, los resultados sugieren que el AE seria un
estimulo mas fuerte que el ejercicio voluntario, ya que 48 horas de ejercicio tuvieron un
efecto marginal en el desarrollo de las CGs (figura 13). En contraste con estos datos,
el AE tuvo un efecto moderado sobre las nuevas CGs en ratones envejecidos,
mientras que el ejercicio voluntario promovié fuertemente la maduracion (tesis de
Mariela Trinchero, 2015). Esta observacion podria explicarse suponiendo que los
ratones jovenes tienen niveles de actividad eléctrica en los circuitos neuronales
basalmente mayores que los ratones envejecidos (Segovia et al 2008, Zambrana et al
2007). Es interesante mencionar que la tasa de maduracion se ve afectada por los
niveles de BDNF (tesis de Mariela Trinchero, 2015) (Wang et al 2015, Waterhouse et
al 2012), lo que sumaria una variable a considerar al comparar los resultados en
ratones adultos y envejecidos. Por otro lado, la experiencia exploratoria en un ratén
envejecido podria ser un estimulo menor debido a una falta de motivacién inducida por
la edad (Segovia et al 2008, Zambrana et al 2007).
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Ha sido reportado que el AE sostenido incrementa la sobrevida neuronal (van
Praag et al 1999). Nuestros resultados muestran que los ratones que se expusieron
por 48 horas a AE poseen una mayor cantidad de CGs marcadas que los controles 21
dias después del marcado neuronal (figura 12). Restaria saber si esa sobrevida
incrementada se mantiene en las etapas finales del desarrollo neuronal. Si bien este
dato es preliminar, sugiere que la exposicion a un AE por un breve periodo favorece la
sobrevida neuronal. En concordancia con nuestro resultado, un trabajo previo mostré
que 7 dias de AE durante la segunda semana del desarrollo neuronal es suficiente
para incrementar la sobrevida de las nuevas CGs (Tashiro et al 2007). Notablemente,
este trabajo muestra que las CGs que recibieron AE son fuertemente activadas ante la
re exposicion al mismo ambiente. Una posible explicacién para estos resultados es
que el AE contenga una mayor cantidad de informacién (tamafio de la caja, tuneles,
ubicacién de los juguetes) que debe ser codificada por el hipocampo y particularmente
por las nuevas CGs; una sobrevida incrementada implicaria una mayor cantidad
“recursos” disponibles para codificar esa informacion (Danielson et al 2016, Jessberger
& Kempermann 2003, Shors et al 2001, Tashiro et al 2007, Tashiro et al 2006).

Las CGs que se desarrollaron en un AE también mostraron propiedades
electrofisiolégicas diferenciales. Consistente con un mayor desarrollo dendritico, las
CGs de ratones expuestos a un AE mostraron un leve incremento en la capacitancia
de membrana. Mas aun, 48 horas de AE indujeron un incremento de 3 veces en la
actividad espontanea excitatoria (figura 14). Estos datos sugieren que el AE favorece
la integraciéon de las nuevas CGs, logrando que alcancen un estadio relevante para el
procesamiento de la informacién mas rapidamente (Marin-Burgin & Schinder 2012,
Mongiat et al 2009, Temprana et al 2015, Toni & Schinder 2015). Se ha propuesto a
las nuevas CGs como formadores de asociaciones temporales de la memoria (Aimone
et al 2006, Rangel et al 2014). En este contexto es interesante el hecho de que el AE
no afectd ni la resistencia de membrana ni la capacidad de disparo de las nuevas CGs,
lo que indica que las neuronas alcanzan un alto nivel de conectividad, pero mantienen
propiedades funcionales inmaduras (figura 14) (Mongiat et al 2009, Yang et al 2015).
Estas caracteristicas posibilitarian que esas neuronas formen asociaciones a escalas

temporales mas largas (Aimone et al 2006, Piatti et al 2011, Rangel et al 2014).

Vimos que 30 minutos de exposicién a un ambiente enriquecido producen una
importante activacion del GD (figura 9). Ademas, demostramos que el AE promueve la

maduracion e integracién neuronal (figuras 10, 11 y 14). Estos resultados demostraron
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una correlacién entre los niveles de actividad del GD y la tasa de maduracién e
integracion de las nuevas CGs. Ademas, son consistentes con datos previos obtenidos
en condiciones sedentarias o de ejercicio voluntario (Piatti et al 2011, Snyder et al
2012, Sun et al 2013). Pudimos mimetizar la activacion del GD mediante la expresion
del receptor hM3D en las nuevas CGs (figura 15). Notablemente, la activacién
quimiogenética de una cohorte de neuronas maduras fue suficiente para promover la
maduracion de las CGs en desarrollo que estaban atravesando el periodo critico de
maduracién (figura 16). Estos datos nos permiten aseverar que la activaciéon de las
neuronas maduras en el GD induce la maduracion e integracién acelerada de las CGs
en desarrollo, similar al efecto del AE. Los mecanismos que conectan la activacién de
las neuronas maduras con la maduracion funcional observada en las nuevas CGs son

el objetivo del siguiente capitulo.
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Parte 2: Integracion funcional de las nuevas CGs: Mecanismos

Objetivos e hipotesis

En la seccidon anterior concluimos que la exposicion a un AE promueve la
maduracion e integracion funcional de las neuronas en desarrollo en el hipocampo
adulto. Ademas, vimos que el efecto promotor del AE estaria mediado por la activacion
de CGs maduras. El objetivo de esta seccién es identificar el mecanismo por el cual la
activacion de neuronas maduras en el GD es transmitida a las CGs en desarrollo. Para
lograr este objetivo partiremos de la siguiente hipétesis: Las CGs en desarrollo pueden
“percibir’ la activacién del GD por medio del microcircuito hipocampal. Es importante
destacar que por CGs en desarrollo nos referimos a células de alrededor de 10 dias de
edad, puesto que esta es la edad a la que vimos que el AE o la activacion de CGs

maduras tienen un marcado efecto sobre su maduracién e integracion funcional.

Para testear la hipdtesis planteada, realizamos experimentos de optogenética y
electrofisiologia en rodajas agudas de cerebro, combinando la inyeccién de retrovirus
para marcar poblaciones de CGs con ratones genéticamente modificados para
identificar poblaciones neuronales especificas dentro del hipocampo. La adquisicién y
el analisis de los datos electrofisioldogicos mostrados en esta seccion fue realizado por

Sung Min Yang y Silvio Temprana.

Para evaluar in vivo el rol del circuito hipocampal encontrado mediante
electrofisiologia y optogenética, llevamos a cabo experimentos de activacion
quimiogenética en poblaciones neuronales especificas, como se vera en la segunda

etapa de esta seccion.

Activacion optogenética de neuronas maduras en el giro dentado

En primer lugar evaluamos una via de comunicacion directa entre CGs

maduras y CGs que estan atravesando el periodo critico de desarrollo neuronal. Para
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caracterizar esta conexion se recurrié a la optogenética mediante la expresion del
canal catidnico activable por luz azul Channelrhodopsin-2 (ChR2) (figura 17 A).
Ratones Ascl1CreERT2, CAGxSorChR2 j6yenes fueron inducidos con TAM para expresar
ChR2 en una cohorte de neuronas (CGs-ChR2). Cuando las CGs-ChR2 completaron
su maduracion (7 semanas después) se inyecté un RV-RFP para marcar otra cohorte
de CGs (CGs-RFP). Diez dias después se obtuvieron rebanadas agudas de

hipocampo para la adquisicién de registros en configuracion whole-cell de CGs-RFP
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Figura 17. Las CGs maduras se conectan a las CGs en desarrollo. (A) Disefno
experimental. Ratones Ascl1CeERT2; CAGHoxStopChR2EYFP racibieron TAM para marcar una
cohorte de CGs (CGs-ChR2 maduras). Luego de 7 semanas se inyecté un RV-RFP para
marcar otra cohorte de CGs nuevas (CGs-RFP). Se realizaron registros de whole-cell en
CGs-RFP de 10 dpi bajo estimulacién luminica. (B) Imagen confocal que muestra las CGs-
ChR2 maduras inducidas por el TAM y las CGs-RFP de 10 dpi. Escala: 20 um. (C) Trazos
representativos de corrientes mostrando IPSCs y EPSCs obtenidos de CGs-RFP de 10 dpi
en respuesta a la activacion por laser de CGs-ChR2 maduras (1 ms; linea azul). Se
muestra el trazo promedio (rojo) y los trazos individuales (gris). Escala: 5 pA, 20 ms. (D)
Las corrientes inhibitorias fueron bloqueadas (>90 %) por 100 mM de pocrotoxina (PTX; n =
3) y 4 mM de acido kinurénico (KYN; n = 2). Escala: 5 ms, 20 ms. (E) Comparacion de los
IPSCs evocados por laser de CGs maduras y CGs de 10 dpi. Escala: 50 pA, 20 ms. El
recuadro interno muestra los trazos normalizados. (F) Caracterizacion de los IPSCs
disinapticos de CGs-RFP de 10 dpi (n = 9 células, 4 ratones) y CGs maduras (n = 3 células,
2 ratones).
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de 10 dpi en respuesta a la estimulacidon optogenética de CGs-ChR2 maduras. La
utilizacion de registros en esta configuracion permite la deteccion y discriminacion de
corrientes excitatorias e inhibitorias postsinapticas (EPSCs y IPSCs) a partir de
mantener la membrana a distintos potenciales (voltage-clamp). Los resultados de este
analisis se resumen en la figura 17 C-F; no se observaron corrientes excitatorias en las
CGs-RFP evocadas por la estimulacion de CGs-ChR2 (0 de 9 células registradas). Sin
embargo, la estimulacion optogenética de CGs-ChR2 reclutd corrientes inhibitorias
(IPSCs) en las CGs-RFP (9 de 10 células registradas; figura 17 C), que fueron
bloqueadas por picrotoxina (antagonista del receptor GABAA) o acido kinurénico
(bloqueante del receptores ionotrépicos glutamatérgicos; figura 17 D), lo que indica
una conexion polisinaptica mediada por GABA y glutamato. Ademas, la latencia de
estas corrientes es consistente con una conexién disinaptica. Estos IPSCs mostraron
amplitud pequefia y cinética lenta (figura 17 E-F), en contraste con los IPSCs
registrados en CGs maduras, lo que sugiere una etapa de sinaptogénesis GABAérgica
incipiente. Las CGs de 10 dpi registradas mostraron caracteristicas morfologicas y

eléctricas tipicas de neuronas inmaduras (figura 18).

Las interneuronas PV conectan las neuronas maduras con las CGs en desarrollo

A partir del experimento anterior concluimos que la activacion de una cohorte

de neuronas maduras en el giro dentado genera una corriente GABAérgica en las CGs

A B C ¢

[ Ejemplos de CGs-RFP de 10 dpi

omv CGs-RFP

10 dpi

Figura 18. Propiedades eléctricas inmaduras de las CGs-RFP de 10 dpi marcadas por
el retrovirus. (A) Iméagenes confocales representativas de CGs-RFP, con una
inmunofluorescencia para NeuN (azul) marcando la GCL. Escala: 50 um. (B) Trazos de
voltaje representativos mostrando el disparo incipiente en respuesta a inyecciones de
corriente despolarizante (20, 30 y 40 pA) en CGs-RFP de 10 dpi. Escala: 10 mV, 100 ms.
(C) Resistencia de input de las CGs-RFP de 10 dpi (n = 4 células).
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de 10 dpi. El siguiente objetivo fue determinar la poblacion de células inhibitorias que
media esa conexion. Las interneuronas parvalbumina (INs-PV) intervienen en la
inhibicion GABAérgica perisomatica de células principales del hipocampo (Freund &
Buzsaki 1996, Hosp et al 2014, Kepecs & Fishell 2014, Kraushaar & Jonas 2000) (ver
Introduccién), por lo que son un candidato adecuado para mediar la conexion en el

GD entre las neuronas maduras y las CGs en desarrollo.

El ratén genéticamente modificado PVC®,CAG"SPTOM nermite identificar las
INs-PV por la expresion especifica de Tom. En la figura 19, se muestra una imagen del
hipocampo de un raton PVCe;,CAGI>SPTOM " an el que se observa la tipica inervacion
perisomatica de las INs-PV, asi como también los somas y arboles dendriticos
correspondientes. En trabajos previos de nuestro laboratorio (Temprana et al 2015),

utilizando el ratén PVCe;,CAGISPTOM g6 demostro que las CGs maduras del
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Figura 19. Las CGs maduras activan a las interneuronas parvalbumina. (A) Ratones
PVCre; CAGfloxStopTom recibieron un RV-ChR2 para marcar una cohorte de CGs (CGs-ChR2
maduras), y 8 semanas después se obtuvieron registros de whole-cell en las interneuronas
parvalbumina (INs-PV-Tom). (B) Trazos de voltaje que muestran el disparo de las INs-PV
en respuesta a la activacion luminica de las CGs-ChR2 maduras (1 ms; linea azul). Escala:
20 mV, 2 ms. (C) Imagen confocal que muestra las CGs-ChR2 maduras y las INs-PV-Tom
cuyo axon cubre la totalidad de la GCL. Escala: 100 um.
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hipocampo contactan a las INs-PV-Tom (figura 19). Estos resultados, que demostraron
que las INs-PV son blancos directos de las CGs maduras nacidas durante la adultez,

constituyeron parte del trabajo de tesis de Silvio Temprana.

Para determinar si las INs-PV contactan a las CGs en un estadio temprano del
desarrollo neuronal, disefiamos el siguiente experimento (figura 20). Ratones
PVCre; CAGMoxStorChR2 racibieron un RV-RFP para marcar una cohorte de CGs. Diez dias
después se obtuvieron rebanadas agudas de hipocampo para la adquisicion de
registros en configuracién whole-cell de CGs-RFP de 10 dpi en respuesta a la

estimulacion optogenética de INs-PV-ChR2. La estimulacion luminica de INs-PV
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Figura 20. Las IN-PV contactan directamente a las CGs inmaduras. (A) Ratones
PV/Cre; CAGfloxStorChR2 recibieron un RV-RFP para marcar una cohorte de nuevas CGs (CGs-
RFP). Luego de 10 dias se obtuvieron registros de whole-cell en CGs-RFP. (B) Imagen
confocal de CGs-RFP de 10 dpi y CGs maduras rodeadas por los axones de las INs-PV-
ChR2. Escala: 20 um. (C) Trazo representativo de un IPSC evocado por laser (200 ms,
linea azul) obtenido de CGs-RFP de 10 dpi. Escala: 10 pA, 50 ms. (D) Los IPSCs fueron
bloqueados en mas de un 99 % por 20 mM de bicuculina (BIC; n = 5). Escala: 10 pA, 50
ms. (E) Comparacion de los IPSCs evocados por laser de CGs maduras y CGs de 10 dpi.
Escala: 50 pA, 20 ms. El recuadro interno muestra los trazos normalizados. (F)
Caracterizacion de los IPSCs monosinapticos de CGs-RFP de 10 dpi (n = 9 células, 3
ratones) y CGs maduras (n = 3 células, 2 ratones).

53



reclutd IPSCs en las CGs-RFP (9 de 9 células; figura 17) que fueron bloqueadas por
bicuculina (BIC, antagonista de los receptores de GABAa). En contraste con los
registros de IPSCs de CGs maduras, las CGs-RFP mostraron IPSCs de amplitud
pequeifa, cinética lenta y latencia consistente con un contacto monosinaptico

inmaduro.
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Figura 21. IPSCs de propiedades similares en CGs de 10 dpi evocados por la
estimulacion optogenética de CGs maduras (disinapsitico) y por INs-PV
(monosinaptico). Los datos corresponden a los experimentos mostrados en las figuras 17
y 20. (A — B) Disefio experimental de los dos experimentos. (C — D) IPSCs normalizados
obtenidos de CGs-RFP de 10 dpi en respuesta a la activacion mediada por laser (1 ms;
linea azul) de CGs-ChR2 maduras (C) o INs-PV-ChR2 (D). Los trazos promedio por célula
se muestran en gris. Los trazos promedio totales se muestran en negro (C) y en rojo (D).
(E) Trazos superpuestos de IPSCs normalizados en respuesta a la estimulacion de CGs y
INs-PV (promedio de todos los experimentos; n = 9 CGs-RFP para cada grupo). El trazo
gris fino indica la dispersion de los datos. Escala: 0.2 unidades arbitrarias, 20 ms. (F)
Tiempo de subida (20 % al 80 % de la amplitud del pico), tiempo al pico, ancho (al 50 % del
pico) y decaimiento (80 % al 20 %) de los IPSCs disinapticos y monosinapticos en CGs-
RFP de 10 dpi evocados por la estimulacion de CGs maduras o INs-PV.

En la figura 21 se muestra, a modo comparativo, la respuesta normalizada de
CGs-RFP a la estimulacién optogenética de INs-PV (monosinaptica) o CGs maduras
(disinaptica). Se observé una respuesta sinaptica GABAérgica de propiedades
similares, lo que sugiere fuertemente que la conexién de neuronas maduras con CGs

en desarrollo esta transmitida principalmente por las INs-PV.

Como las CGs inmaduras tienen una alta concentracién intracelular de CI, la
transmision GABAérgica en estas células es despolarizante, volviéndose inhibitoria
recién a las >3 semanas de edad (Overstreet Wadiche et al 2005, Tozuka et al 2005).
Ademas, la elevada resistencia de membrana de las CGs de 10 dpi (>4 GQ, figura 18),
sugiere que la corriente GABAérgica podria causar un efecto importante en el
potencial de esas células. Para determinar si las CGs de 10 dpi experimentan una
despolarizacion perceptible a pesar de sus débiles corrientes postsinapticas (figura
22), realizamos registros en configuracion wholle-cell current-clamp utilizando una
solucion interna de alto CI, similar a la concentracion fisioldgica reportada (Chancey et
al 2013, Ge et al 2006, Heigele et al 2016, Karten et al 2006). Las CGs-RFP se
despolarizaron (aproximadamente 20 mV) en respuesta a la estimulacién luminica de
las INs-PV-ChR2 por trenes, un patrén similar a la actividad in vivo de las INs-PV.
Estos datos indican que las CGs maduras reclutan un circuito de feedback disinaptico

GABAérgico mediado por INs-PV que despolariza en las CGs en desarrollo.

Activacion de las interneuronas parvalbumina por AE

En trabajos anteriores se demostré que la activacion quimiogenética in vivo de

CGs maduras del giro dentado induce la expresion del gen de respuesta inmediata c-
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Figura 22. Despolarizacion de las nuevas CGs evocada por trenes de alta frecuencia
de activacion de las INs-PV. (A) Disefio experimental. Ratones PVCre;CAGHloxStopChR2
recibieron un retrovirus RFP bilateralmente para marcar una cohorte de CGs nuevas (CGs-
RFP). Se obtuvieron registros de whole-cell current-clamp de CGs-RFP de 9 a 11 dpi, bajo
estimulacion luminica de INs-PV-ChR2. (B) Trazos ejemplo de potencial de membrana que
muestra las despolarizaciones en CGs-RFP de ~ 10 dpi evocadas por la estimulacion
luminica por un pulso simple (1 ms) o trenes (5 pulsos, 1 ms, 40 Hz) de INs-PV-ChR2, tal
como se indica. Notar la cinética de decaimiento particularmente lenta. Las respuestas de
todos los ensayos se muestran en gris; el trazo promedio se muestra en rojo. Escala: 5 mV,
500 ms. El potencial de membrana se mantuvo a -70 mV. (C) Cuantificacion de la
despolarizaciéon. P = 0.0572 luego de un test Mann-Whitney, con n =11y 7 CGs-RFP (de 5
y 3 ratones) para el pulso simple y trenes de estimulacién respectivamente. Los simbolos
naranja corresponden a los trazos ejemplo mostrados en (B).

Fos en INs-PV (Temprana et al 2015). Vimos que la exposicion a un AE activa el GD
(figura 9) y los resultados mostrados previamente en esta seccion indican que las INs-
PV se activan en respuesta a la estimulacion optogenética de CGs maduras (figura 19)
(Temprana et al 2015). En base a estas observaciones decidimos evaluar la actividad
de las INs-PV en respuesta a la exposicion a un AE. En los mismos animales
utilizados en el experimento mostrado en la figura 9, analizamos la expresién del gen
de respuesta inmediata c-Fos colocalizando con las INs-PV identificadas por
inmunofluorescencia. Los resultados de este analisis se muestran en la figura 23 e
indican que los ratones que fueron expuestos a un AE tienen un mayor porcentaje de

INs-PV que expresan c-Fos. Este resultado es consistente con datos anteriormente
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Figura 23. La experiencia exploratoria en un AE activa las INs-PV del GD. (A - B) El
mismo disefio experimental que el mostrado en la figura 9. Ratones adultos fueron
colocados en un AE para exploracion libre durante 30 minutos (linea azul), o se dejaron en
una caja comun (control), y fueron perfundidos luego de 2 horas. La expresién de cFos en
las INs-PV fue detectada por inmunofluorescencia y microscopia confocal. (C) Ejemplos de
INs-PV (rojo) expresando el marcador de actividad cFos (azul). Escala: 20 um. (D)
Proporcién de INs-PV que expresan cFos en el GD de ratones control y AE. * indica un P =
0.032 luego de un test t con correccion de Welch, con n = 10 GD para cada condicion (de 5
ratones).

reportados (Restivo et al 2015, Temprana et al 2015), e indica que la exposicién a un
AE induce la activacion de las CGs y la expresion de c-Fos en las INs-PV del GD del

hipocampo.

Los experimentos de optogenética en rodajas mostrados hasta aqui indican la
existencia de un circuito hipocampal consistente en CG madura —» IN-PV —» CG
inmadura, que postulamos como la conexién entre la activacion inducida por el AE con
los efectos observados en las nuevas CGs. El siguiente objetivo es determinar si este
circuito de “feedback” es el encargado de promover la maduracion e integracion
neuronal in vivo. Para alcanzar este objetivo disenamos dos estrategias

experimentales complementarias que se detallan a continuacion.
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Activacion quimiogenética in vivo de las interneuronas parvalbumina

En primer lugar investigamos la posibilidad de que la activaciéon de las INs-PV
module la integracion de las nuevas CGs. Para testear esta hipétesis, utilizamos un
virus adeno-asociado (AAV) para expresar en INs-PV el canal cationico activable por
ligando sintético PSAM-5HT3-GFP. Este canal, similar en concepto al receptor hM3D
(ver figuras 15 y 16), fue generado a partir de la combinacion modular de un dominio
de union a ligando modificado y farmacoldégicamente selectivo al agonista sintético
PSEMs30s, con el dominio correspondiente al poro catidénico del receptor de serotonina
5HT3a (Magnus et al 2011, Sternson & Roth 2014). El AAV utilizado codifica para el

A . B
Ratén PVyCre c __
=
AAV-flex-PS/ 2
RV-RFP .
} Dias post marcado neuronal E
01 3 5 7 9 11131517 19 21 3
e e f:
PSEM m
o
B
@
IN-PV-PSAM-5HT3 o
{ PSEM’ { +
i g @ CG-RFP 10 dpi [
/ PsEm | I
b CGs maduras f
' 2
e
—_ 3 L
E 1250 57 8250
= e H
40 §% PSAM.SHT3 + PSEM g .
5 750 ) 8 3- s £150 s
. % —ﬁ—. w 3l N ] i =
% 500 -"..- .?. wd ."-.'v 2 2 RFP Ny E 100 ‘.- .#:::f: To:ﬁ:u_
= ___q.__-“ . teat B : +PSEM . = e tee
‘g 250 .o=.:‘:-. : :t:. % 14 2 50 m .:b’:o’:'
g = b PSAM-5HT3 N b z
g 0 - T + Vehiculo Hiiggy ik 2 0 : . .
REP PSAM PSAM 0 T T T T 1 REP PSAM PSAM
5HT3 5HT3 0 50 100 150 200 250 SHT3 5HT3
PSEM + - + Distancia desde el soma (pm) PSEM + o +

Figura 24. La activacion quimiogenética de las INs-PV acelera la maduracién
neuronal. (A) Disefio experimental. Ratones PVCr recibieron un virus adeno-asociado que
codifica para el receptor sintético PSAM-5HT3 (AAV-flex-PSAM-5HT3) para marcar INs-PV
y un RV-RFP para marcar nuevas CGs. A los 9 dias se inyecté PSEM?3% (10 nug/g) o
vehiculo (8 inyecciones intraperitoneales en 48 horas) para estimular las INs-PV-PSEM-
5HT3. El analisis morfolégico se realizé en las CGs-RFP de 21 dpi. (B) Imagen confocal
panoramica mostrando el giro dentado con las INs-PV-ChR2 inervando toda la capa
granular (marcada con NeuN). Escala: 100 um. (C) Imagenes confocales representativas de
CGs-RFP rodeadas por las INs-PV marcadas y sus axones, obtenidas de ratones tratados
con vehiculo (izquierda) o PSEM?38 (derecha). Escala: 20 um. (D) Longitud dendritica para
los diferentes tratamientos. El simbolo naranja corresponde a los ejemplos mostrados en
(C). (E = F) Analisis de Sholl de los arboles dendriticos de las nuevas CGs bajo los
diferentes tratamientos. *** indica un P < 0.001 luego de un test de Kruskal-Wallis (P <
0.0001) seguido de un post hoc test de Dunn, con n = 35, 37 y 32 CGs (de 3 o 4 ratones)
para las condiciones RFP + PSEM, PSAM-5HT3 + vehiculo y PSAM-5HT3 + PSEM,
respectivamente.
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canal PSAM-5HT3-GFP precedido por un sitio stop flanqueado por sitios loxP (AAV-
flex-PSAM-5HT3), de forma tal que solo se expresa en las células que poseen la

recombinasa Cre, las INs-PV en este caso (figura 24 A-B).

Para evaluar si la activacion in vivo de las INs-PV modula la maduracion de las
nuevas CGs, disefiamos el siguiente experimento (figura 24 A-B): Ratones PVCr®
adultos recibieron una combinacion de AAV-flex-PSAM-5HT3 y RV-RFP; se administrd
PSEMses 0 vehiculo de 9 a 11 dpi, y se analizé la morfologia de las CGs-RFP a los 21
dpi. La estimulacion in vivo de las INs-PV indujo un incremento importante en el
tamafo y complejidad dendritica de las CGs-RFP, similar al efecto producido por el AE
(figura 24 C-F).

Este resultado indica que la estimulacion de las INs-PV es suficiente para
promover la maduracién de las nuevas CGs, aun en condiciones en las que el GD se
mantiene poco activo, es decir en condiciones sedentarias. Restaria determinar si es
este circuito el que conecta la exploracion espacial en el AE con la sefializacién local

en el GD, como veremos a continuacion.

Bloqueo quimiogénetico de la liberacion de GABA en el GD: rol de las

interneuronas parvalbumina en la integracion funcional dependiente de AE

El siguiente objetivo fue evaluar si las INs-PV median la sefalizacion que
conecta el AE con la integracion funcional de las nuevas CGs. Para alcanzar este
objetivo, usamos un AAV para expresar selectivamente el receptor sintético hM4Di en
las INs-PV. El hM4Di es un receptor obtenido por evolucion dirigida que se activa por
el agonista sintético CNO (Conklin et al 2008, Dong et al 2010, Pei et al 2008, Urban &
Roth 2015). El receptor activado recluta una via mediada por proteina G, que induce la
apertura de canales de K*, ocasionando la hiperpolarizacion de la célula, evitando que
se libere el neurotransmisor (Stachniak et al 2014). La inyeccion de un AAV-flex-HA-
hM4Di en ratones PV resulté en la expresidon del receptor hM4Di en las INs-PV
(figura 25 A-B).
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Figura 25. Las INs-PV median los efectos del AE. (A) Disefio experimental. Ratones
PVCre recibieron un AAV-flex-hM4Di para marcar INs-PV y un RV-RFP para marcar nuevas
CGs a los tiempos indicados. Los ratones fueron expuestos a un AE por 48 horas del dia 9
al 11 del desarrollo neuronal. EI CNO fue administrado entre los dias 8 a 12 para bloquear
la liberacién de GABA de las INs-PV-hM4Di. El analisis morfolégico se realizé en las CGs-
RFP de 21 dpi. (B) Imagen confocal representativa que muestra una CGs-RFP rodeada de
INs-PV marcadas que expresan el HA-hM4Di. Escala: 20 um. Los paneles de la derecha
muestran la colocalizacion de la inmunofluorescencia del anti-PV con el anti-HA-hM4Di de
las neuronas del area recuadrada. (C — E) Medidas de longitud dendritica y analisis de Sholl
para las CGs-RFP de los diferentes tratamientos. * indica un P < 0.05 y ** indica un P <
0.01 luego de un ANOVA (P = 0.0039 y P = 0.0056, respectivamente) seguido de un post
test de Bonferroni, con n = 24, 36 y 28 CGs (de 4 o 5 ratones) para las condiciones CNO,
AE y CNO + AE respectivamente.

Para determinar si las INs-PV median la sefalizacion local inducida por el AE,
disefiamos el siguiente experimento (figura 25 A-B). Ratones PVC°™ recibieron un AAV-
flex-HA-hM4Di a los 21 dias de edad, y un RV-RFP 3 semanas después. Los ratones
se expusieron a un AE por 48 horas a los 9 dias de edad de las CGs-RFP en
presencia de CNO o vehiculo; la morfologia de las CGs-RFP se analiz6 a los 21 dpi. El
silenciamiento quimiogenético de las INs-PV en el GD bloque6é la integracién
acelerada dependiente de la experiencia exploratoria en las nuevas CGs (figura 25 C-
E).

Estos resultados demuestran que las INs-PV son las encargadas de mediar
localmente la sefalizacion inducida por el AE, modulando asi la maduracién de las

nuevas CGs.
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Efecto de la activacion intrinseca en las neuronas en desarrollo

En trabajos previos se estudio el rol de la actividad neuronal intrinseca en la
maduracion neuronal. Se observé que una reduccion de la actividad eléctrica mediante
la expresién de un canal de K* (hiperpolarizante) en las nuevas CGs indujo un retraso
en la maduracion neuronal (Lin et al 2010, Piatti et al 2011). En las secciones previas
vimos que, debido a la alta concentracion intracelular de CI" y a la baja resistencia de
membrana, las CGs inmaduras experimentan una importante despolarizacién en
respuesta a la activacién optogenética de las INs-PV (figura 22), y demostramos que
las INs-PV median la sefalizacion que promueve la maduracién neuronal dependiente
de la experiencia exploratoria (figura 25). Ademas, se ha demostrado que GABA esta
fuertemente involucrado en el proceso de maduracién neuronal (Dieni et al 2012, Ge et
al 2006, Ge et al 2007a, Tozuka et al 2005).

Estos datos sugieren que la despolarizacion generada en las CGs inmaduras
por GABA (liberado por las INs-PV) promueve el desarrollo neuronal. El objetivo de
esta seccion es determinar el efecto de la despolarizacion intrinseca en la maduracién
de las nuevas CGs. Para alcanzar este objetivo, utilizamos nuevamente el RV-hM3D
de forma tal de manipular in vivo la actividad intrinseca de las nuevas CGs durante su

desarrollo.

En primer lugar, nos preguntamos si las nuevas CGs experimentan algun
cambio morfolégico al desarrollarse en condiciones de activacion intrinseca sostenida
desde el momento de su diferenciacion a neuronas. Disefiamos un experimento
siguiendo una estrategia usada en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Piatti et
al 2011). Una combinacién de RV-hM3D y RV-RFP fue inyectado en el GD para
transducir una cohorte de nuevas CGs (figura 26 A); la inyeccién conjunta de los dos
retrovirus permitié visibilizar el arbol dendritico de las CGs con buena intensidad de
fluorescencia (por el RV-RFP), y manipular la excitabilidad mediante la expresion del
receptor hM3D. Se administré CNO en el agua de beber desde el dia 3, y se realizé un
analisis morfoldgico de las CGs-RFP de 21 dpi que expresaban GFP en el soma (CGs-
hM3D). Las CGs-hM3D mostraron una longitud dendritica mayor que el grupo control
(figura 26 B-C), indicando que la estimulacion crénica indujo una aceleracién de la

maduracion.
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Figura 26. La despolarizacién intrinseca promueve la maduracién de las CGs en
desarrollo. (A) Disefio experimental. Una combinacién de retrovirus (RV-hM3D + RV-RFP
o solo RV-RFP) fue inyectado en el GD para marcar nuevas CGs. Se administr6 CNO
desde el dia 3 y hasta el final del experimento. A los 21 dpi se realizé el analisis
morfolégico. (B) Imagenes confocales representativas de CGs de 21 dpi en el GD temporal
obtenidas de ratones que recibieron RV-RFP + CNO 3-21 (izquierda) o RV-hM3D + CNO 3-
21 (derecha). El recuadro interno muestra la colocalizacion de RFP con eGFP en el soma
de la neurona coinfectada. Escala: 20 um. (C) Medidas de longitud dendritica para las
diferentes condiciones. *** indica un P < 0.001 luego de un test t correccién de Welch, con n
= 16 y 15 CGs (de 4 ratones) para RV-RFP + CNO 3-21 y RV-hM3D + CNO 3-21
respectivamente.

Posteriormente evaluamos si un pulso de actividad eléctrica intrinseca en las
nuevas CGs, durante el periodo critico de maduracion, tiene algun efecto sobre el
desarrollo neuronal. Una combinacién de RV-hM3D y RV-RFP fue inyectado en el GD
de ratones adultos para marcar una cohorte de nuevas CGs (figura 27 A). Se analizo
el arbol dendritico de CGs-RFP de 21 dpi que expresaron GFP en el soma (CGs-
hM3D), de ratones que recibieron vehiculo o CNO los dias 9 a 11 del desarrollo
neuronal (figura 27 B). Las CGs-hM3D estimuladas durante el periodo critico
mostraron una mayor longitud y complejidad dendritica y una mayor densidad de
espinas que los controles (figura 27 C-G). Sin embargo, no se observé maduracion
neuronal incrementada cuando el CNO fue administrado en una etapa posterior (14 a
16 dpi). Estos resultados indican que la senal transmitida por la despolarizacion
intrinseca es suficiente para promover la integracion, solo si se produce durante el

periodo critico de maduracion, pero no después.

Ademas, nos preguntamos si las CGs-RFP que se desarrollaron junto a las
CGs-hM3D podrian tener algun efecto por encontrarse en las cercanias de las CGs
que aceleraron su maduracion, tal vez por algun factor paracrino liberado por estas
(Cotman et al 2007, Chan et al 2008, Park & Poo 2013, Waterhouse et al 2012).
Realizamos un analisis analisis morfologico de las CGs-RFP que no expresaban el
receptor hM3D en el soma (CGs-RFP*/hM3D") (figura 27 C). Las CGs-RFP*/hM3D-
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Figura 27. Una breve activacion intrinseca en las CGs en desarrollo acelera la
integracioén funcional. (A) Disefio experimental. Una combinacién de retrovirus (RV-hM3D
+ RV-RFP o solo RV-RFP) fue inyectado en el GD para marcar nuevas CGs. Los ratones
recibieron CNO por 48 horas para estimular as CGs-hM3D a los 9 o 14 dpi. A los 21 dpi se
realizd el andlisis morfologico en las CGs-hM3D o CGs-RFP. (B) Imagenes confocales
representativas de CGs de 21 dpi en el GD temporal obtenidas de ratones que recibieron
RV-RFP + CNO (izquierda), RV-hM3D + vehiculo (centro) o RV-hM3D + CNO (derecha).
Los recuadros internos muestran la colocalizacion de RFP con eGFP en el soma de las
neuronas coinfectadas. Escala: 20 um. (C) Medidas de longitud dendritica para las
diferentes condiciones. *** indica un P < 0.001 luego de un ANOVA (P = 0.0002) seguido de
un post test de Bonferroni, con n = 22, 29, 16, 28 y 15 CGs (de 4 o 5 ratones) para los
grupos RFP, hM3D + vehiculo, hM3D + CNO 9-11, hM3D + CNO 14-16 y RFP*/hM3D-
respectivamente. (D) El analisis de Sholl muestra el crecimiento dendritico sustancial de las
CGs-hM3D que recibieron CNO 9-11. ** indica un P < 0.01 y *** indica un P < 0.001 luego
de un test de Kruskal-Wallis seguido de un post test de Dunn. (E) Segmentos neuronas que
destacan las espinas dendriticas. Escala: 5 um. (F) La densidad de espinas es mayor en
las CGs-hM3D activadas. * indica un P < 0.05 y *** indica un P < 0.001 luego de un
ANOVA seguido de un post test de Bonferroni, con n = 16, 19 y 13 segmentos (de 4 0 5
ratones) para RFP, hM3D + vehiculo y hM3D + CNO 9-11 respectivamente. Los simbolos
naranja corresponden a los ejemplos mostrados.

mostraron una longitud de arbol dendritico menor que la media de los controles

(aunque sin significancia estadistica), lo que indica que la maduracion acelerada de las
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Figura 28. Efectos tempranos de la activacion intrinseca de las CGs en desarrollo. (A)
Disefio experimental. Se inyectd un RV-hM3D o RV-RFP en el GD para marcar una cohorte
de nuevas CGs y se administr6 CNO desde el dia 3 hasta el final del experimento. El
analisis morfolégico se realizé en las CGs-hM3D y en las CGs-RFP a los 11 dpi. (B)
Imégenes confocales representativas de CGs de 11 dpi de ratones control (RFP + CNO) o
estimulados (hM3D + CNO) del polo temporal y septal. Los recuadros internos muestran la
colocalizacién de RFP con eGFP en el soma de las CGs coinfectadas. Escala: 20 um. (C)
Medidas de longitud de arbol dendritico para cada grupo experimental. ** indica un P =
0.0058 luego de un test Mann-Whitney, con n = 24 y 15 (de 3 ratones) para las condiciones
RFP y hM3D respectivamente. *** indica un P < 0.0001 luego de un test t con correccion de
Welch, con n = 14 y 17 (de 3 ratones) para las condiciones RFP y hM3D respectivamente.
(D — E) El analisis de Sholl muestra un incremento en la complejidad de las CGs-hM3D de
11 dpi tanto en el polo temporal como septal. * indica un P = 0.0102 y ** indica un P =
0.0018 luego de respectivos test t con correccion de Welch.

CGs-hM3D no tuvo incidencia en el desarrollo de las otras CGs, y sugiere que podria
haber un efecto de competencia por los contactos provenientes de la corteza

entorrinal.
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Finalmente, analizamos el efecto de la estimulacion intrinseca durante las
etapas tempranas del desarrollo neuronal. La despolarizacion temprana provocé un
aumento en el tamafo y la complejidad del arbol dendritico de CGs-hM3D de 11 dpi
del polo temporal del hipocampo (figura 28). Sorprendentemente, CGs-hM3D del polo
septal mostraron un incremento aun mayor en el tamafio y la complejidad dendritica,
sugiriendo que las neuronas del polo septal también poseen la capacidad para

modular su tasa de maduracion.

Discusion

En esta seccidn nos propusimos encontrar el mecanismo que conecta las CGs
maduras con las neuronas inmaduras desarrollandose en el hipocampo adulto.
Mediante experimentos de optogénetica y electrofisiologia ex vivo con ratones
genéticamente modificados logramos identificar un circuito en el GD que conecta la
activacion de una cohorte de CGs maduras con CGs de 10 dias. El circuito disinaptico
encontrado consistié en: CG madura — IN-PV — CG inmadura. Ademas, evaluamos in
vivo el circuito encontrado y vimos que las INs-PV median la maduracién funcional

inducida por AE en las nuevas CGs.

Es importante destacar que las CGs maduras corresponden a neuronas
nacidas durante la adultez y que han completado su conectividad, es decir, que tienen
al menos 8 semanas de desarrollo (Bergami et al 2015, Temprana et al 2015).
Trabajos previos indican que durante el proceso de maduracion las nuevas CGs
atraviesan un periodo critico en el que estan desconectadas del circuito inhibitorio y
sus sinapsis son facilmente potenciadas (Ge et al 2007b, Mongiat et al 2009,
Temprana et al 2015). Se ha propuesto que las nuevas CGs que atraviesan este
periodo critico servirian cdmo mediadores de plasticidad dependiente de experiencia
(Ge et al 2007b). En este sentido, seria pertinente saber si las CGs de 10 dpi pueden
“detectar” la activacion de CGs que estan atravesando ese periodo critico (4-6
semanas de edad). Si las CGs de 4-6 semanas estan involucradas en el

procesamiento de la informacion es aun tema de debate.
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El efecto despolarizante de GABA en neuronas inmaduras ha sido bien
documentado (Ben-Ari 2002, Overstreet Wadiche et al 2005, Tozuka et al 2005), como
asi también su rol durante la formacion de los circuitos neurales (Akerman & Cline
2007). Vimos que la activacién optogenética de INs-PV despolariza a las CGs de 10
dpi, con una amplitud levemente mayor en respuesta a trenes estimulacion de alta
frecuencia (figura 22). Notablemente, esa despolarizacion tiene un tiempo de
decaimiento largo, posiblemente por las propiedades inmaduras de las CGs de 10 dpi
(alto Rinput, figura 18). Teniendo en cuenta que la despolarizacién por GABA en
neuronas inmaduras permite la apertura de los canales de Ca?* dependiente de voltaje
y la posterior entrada de Ca?* a la célula (Karten et al 2006, Toni & Schinder 2015), la
observacion previa adquiere particular relevancia: La despolarizacion mediada por
GABA permitiria la entrada de Ca?" a la célula que, a través de algun efector

especifico, mediaria los efectos celulares observados en las nuevas CGs.

Trabajos previos han demostrado que la exposicidn a un AE activa e induce la
expresion de genes de respuesta inmediata en neuronas de la corteza y el hipocampo
(Guzowski et al 1999, Hall et al 2001, Nitz & McNaughton 2004, Reijmers et al 2007).
Ademas, vimos previamente que la exposicion a un AE induce la expresién de Arc en
CGs maduras del GD (figura 9) (Chawla et al 2005, Huckleberry et al 2015, Meconi et
al 2015, Piatti et al 2011, Ramirez-Amaya et al 2013, Tashiro et al 2007). En esta
seccion mostramos que en esos mismos ratones, también se indujo la expresién de
cFos en INs-PV (figura 23). Estos resultados son comparables con los reportados
previamente (Restivo et al 2015, Temprana et al 2015), y demuestran que el AE

induce la activacion de CGs maduras e INs-PV en el GD.

Las INs-PV intervienen en la inhibicién perisomatica de las principales células
del hipocampo (Freund & Buzsaki 1996, Hosp et al 2014, Kepecs & Fishell 2014,
Kraushaar & Jonas 2000). Estudios de microscopia electronica indican que las INs-PV
son el primer contacto que reciben las CGs en su desarrollo (Song et al 2013).
Ademas, se ha visto que la activacién tonica de las INs-PV disminuye la proliferacién
de los progenitores y promueve el mantenimiento de la quiescencia en las células tipo
1 del GD (Song et al 2013, Song et al 2012). En este trabajo, vimos que la activacion
de las INs-PV es suficiente para promover la maduracién de las CGs en desarrollo
(figura 24). Mas aun, la maduracién neuronal inducida por el enriquecimiento
ambiental fue bloqueada por la inhibiciéon de las INs-PV, indicando que esta poblacién

de interneuronas es la encargada de transmitir la sefial generada por la exposicion a
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un ambiente enriquecido (figura 25). Ademas, el rol de GABA en todo el proceso de
neurogénesis adulta ha sido ampliamente reportado (Chancey et al 2013, Dieni et al
2012, Ge et al 2006, Ge et al 2007a, Karten et al 2006, Overstreet Wadiche et al 2005,
Tozuka et al 2005); incluso, las INs-PV han sido implicadas en la en la generacion y
maduracion de las nuevas CGs (Song et al 2013, Song et al 2012). Nuestros
resultados proveen un mecanismo preciso por el cual un estimulo natural tal como el
AE actua a nivel del circuito hipocampal promoviendo la maduracién de las nuevas
CGs. En conjunto, estos datos indican que las INs-PV orquestan la generacion y la

maduracion de las CGs que se desarrollan en el hipocampo adulto.

El rol propuesto de las INs-PV, junto con el hecho de que GABA es excitatorio
en las CGs inmaduras, plantea la posibilidad de que despolarizacién directa tenga
algun efecto en el desarrollo neuronal. Evaluamos esta posibilidad mediante la
expresion del receptor hM3D en las nuevas CGs del GD. Notablemente, la
despolarizacion directa fue suficiente para acelerar la tasa de maduracién neuronal en
el contexto de un GD relativamente silente (condiciones sedentarias, sin estimulos
ambientales), lo que indica que las nuevas CGs pueden acelerar su maduracion en
una virtual ausencia de la sefal proveniente de las INs-PV (figura 26). Este dato
adquiere particular relevancia en el contexto de una posible estrategia terapéutica para
la reparacion de tejidos neurales. Avances recientes en el campo de la biologia del
desarrollo y las células madre han demostrado que la regeneracion basada en la
activacion de mecanismos enddgenos es factible (Andres et al 2008, Lois & Kelsch
2014, Ohab et al 2006, Okano et al 2007, Sohur et al 2006). Sin embargo, el mayor
desafio que enfrentan las células al desarrollarse en zonas no neurogénicas es
sobrevivir al ambiente poco permisivo e incorporarse a la red neuronal prexistente
(Heinrich et al 2014, Heinrich et al 2010, Heinrich et al 2011, Karow et al 2012, Karow
et al 2014, Nakagomi et al 2009, Okano et al 2007, Shin et al 2000). Nuestros
resultados indican que la maduracién e integracién neuronal puede favorecerse
mediante la despolarizacion intrinseca independientemente de la sefializacion provista

por las INs-PV, lo que plantea un horizonte promisorio en este sentido.

La despolarizacion directa durante el periodo critico de maduracion (dias 9 a 11
del desarrollo neuronal) fue suficiente para promover la integracion funcional en las
nuevas CGs. Sorprendentemente, dos dias de despolarizacion en las CGs después
del periodo critico no tuvieron ningun efecto sobre el desarrollo neuronal, lo que

sugiere que las CGs pierden la capacidad de responder a esa activacion (figura 27).
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Una posibilidad es que el efector celular responsable de desencadenar los efectos del
AE (y por extension, de la activacion de las INs-PV y de la despolarizacion directa)
deje de expresarse una vez terminado el periodo critico de maduracion; esta idea es
compatible con la hipotesis planteada previamente que involucra la entrada de Ca?* a
la célula en respuesta a la despolarizacion inducida por GABA (Karten et al 2006, Toni
& Schinder 2015). Un trabajo reciente mostrd que 2 horas de AE inducen la activacion
de sinapsis silentes en CGs nuevas (POMC, CGs de alrededor de 11 dpi), a través de
un mecanismo que involucra la despolarizacion mediada por GABA y la activacién de
receptores de tipo NMDA (Chancey et al 2013, Wang & Kriegstein 2008), lo que seria
completamente compatible con nuestros resultados, asi como también con la hipotesis
de la entrada de Ca?'. En este contexto, es interesante mencionar que este periodo
critico de maduracién, integracién y sobrevida neuronal tiene lugar antes de que
sobrevenga la oleada de apoptosis, entre la segunda y tercer semana del desarrollo de
las nuevas CGs (Jagasia et al 2009, Tashiro et al 2007, Zhao et al 2008). Nuestros
resultados indican que las nuevas CGs que son estimuladas durante el periodo critico
(por ejercicio o AE) aceleraran su maduracion y sobreviven la oleada de muerte; las
CGs que no son estimuladas en ese periodo tendrian una mayor tasa de muerte

celular y las pocas que sobreviven se desarrollan mas lentamente.

Trabajos previos mostraron que el ejercicio voluntario induce una aceleracion
de la maduracién en las nuevas CGs del polo temporal del hipocampo, sin afectar
practicamente la maduracion del polo septal (Piatti et al 2011). Nuestros resultados
indican que las nuevas CGs del polo septal aceleran su maduracién en respuesta a la
despolarizacion intrinseca durante las etapas iniciales del desarrollo (figura 28). Este
dato avala la idea de que tanto las CGs que se desarrollan en el polo temporal como
las que lo hacen en el polo septal modulan su tasa de maduracion en respuesta a
estimulos especificos. En este sentido, trabajos actuales de nuestro laboratorio
también aportarian datos en apoyo a esta hipétesis: La maduracion de las nuevas CGs
en animales envejecidos esta enlentecida, y el ejercicio voluntario acelera la
maduracion de las CGs que se desarrollan en el polo septal del GD (Trinchero y

colaboradores, manuscrito en preparacion).
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Discusién general

Nuestros resultados revelan un circuito de feedback positivo que remodela el
circuito de la capa granular y que es influenciado directamente por el comportamiento.
Mediante este feedback las CGs maduras activan a las INs-PV lo que a su vez acelera
la integracién funcional de las siguientes cohortes de CGs inmaduras, un proceso que
nosotros llamamos “preparado” (o “priming” en inglés). En condiciones basales, las
nuevas CGs se vuelven potencialmente relevantes para procesar informacion a las 4
semanas de edad (Esposito et al 2005, Mongiat et al 2009, Temprana et al 2015, Toni
& Schinder 2015). En ese momento es cuando reciben suficiente excitacion cortical
como para ser activadas por una experiencia y adquirir la capacidad de refinar sus
contactos corticales excitatorios de forma dependiente de actividad, un proceso que
podria ser relevante para el aprendizaje (Ge et al 2007b, Kropff et al 2015, Marin-
Burgin et al 2012). Nuestros resultados muestran que una breve experiencia
exploratoria en un ambiente enriquecido actua sobre las CGs en desarrollo mucho
antes de que adquieran contactos excitatorios corticales, acelerando la sinaptogénesis
glutamatérgica, lo que podria disminuir el intervalo requerido para alcanzar relevancia

funcional en el procesamiento de la informacion por parte del animal.

En nuestro concepto, las CGs “preparadas” (o “primed”) incrementan
rapidamente sus contactos excitatorios al tiempo que mantienen la excitabilidad
potenciada (alta resistencia de input), lo que resulta en neuronas inmaduras con una
conectividad expandida. Esto podria favorecer su reclutamiento por sefiales corticales
y potenciar su plasticidad sinaptica dependiente de actividad en respuesta a nuevos
retos (Dupret et al 2007, Kropff et al 2015, Marin-Burgin et al 2012, Marin-Burgin &
Schinder 2012, Tashiro et al 2006). Como el “priming” es mediado por interneuronas
GABAérgicas y ocurre en CGs inmaduras que carecen de excitacion, podria servir
como un mecanismo generalizado que prepara a las nuevas neuronas para ser
reclutadas de una manera que no esta restringida a la experiencia desencadenante,
maximizando los recursos disponibles (Danielson et al 2016, Jessberger &
Kempermann 2003, Shors et al 2001, Tashiro et al 2007, Tashiro et al 2006). Esta
cohorte de CGs muy conectadas y altamente excitables podria ser particularmente

propensa a ser reclutada por la informacién entrante, lo que fortaleceria sus
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conexiones y promoveria su permanencia en el circuito que codifica las caracteristicas

relevantes de la experiencia novedosa.
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Métodos

Produccion de los vectores virales

Para la identificacién y marcado de neuronas nacidas en el hipocampo adulto se utilizé
un vector retroviral no replicativo basado en el virus de la leucemia murina de Moloney.
La solucion viral concentrada fue preparada con células HEK293T como linea
empaquetadora, y colectada por medio de dos rondas de ultra-centrifugacion. La linea
celular HEK293T fue mantenida en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
alta glucosa, suplementado con de suero fetal bovino (10%) y glutamina (2 mM). Los
plasmidos se transfectaron utilizando polietilenimina deacetilada (PEI). Las particulas
retrovirales fueron ensambladas usando tres plasmidos separados que codifican para
la capside (CMV-vsvg), las proteinas virales (CMV-gag/pol) y los transgenes. El
plasmido del transgén fue modificado para expresar las distintas construcciones

genéticas utilizadas en este trabajo, como se detalla a continuacion:

- Proteina fluorescente roja (RFP), bajo el promotor CAG.

- Proteina fluorescente verde (GFP) fusionada al receptor sintético acoplado a

proteina G hM3D, bajo el promotor CAG.

- Proteina fluorescente amarilla (YFP) fusionada al canal idnico

Channelrhodopsin-2, bajo el promotor Ubi.

Los particulas de virus adeno-asociado (AAV) fueron provistas por el laboratorio de

Silvia Arber (Basilea, Suiza).
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Lineas murinas genéticamente modificadas

Se utilizaron ratones genéticamente modificados, mantenidos en condiciones
estandar, hasta 5 ratones por jaula. Los ratones fueron criados en el bioterio del
instituto, bajo supervision de los responsables del mismo, en un rack microventilado
marca Allentown. Todas las lineas genéticamente modificadas fueron mantenidas en
background C57BI6/J.

Las siguientes lineas “driver” fueron utilizadas:

- AsCI1CreERT2 (Agc|1imUCIe/ERT2)eI0) 7). Expresa la recombinasa Cre fusionada al
receptor de estrégeno (Estrogen Receptor, ER) bajo el control del promotor de
Ascl1; la recombinasa se expresa en aquellas células que expresan Ascl1, pero
solo puede translocar al nucleo cuando se administra tamoxifeno (Kim et al
2011).

- Pvalb®® (Pvalb™'(cre)Ar/ ). Expresa la recombinasa Cre bajo el promotor de
parvalbumina (PV); la recombinasa se expresa en células PV* (Hippenmeyer et
al 2005, Madisen et al 2010).

Ratones de la linea driver Ascl1¢®ERT2 se cruzaron con ratones de la linea reportera
condicional ~ CAGfoStoptdTomato (clon  Aj14)  (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sor™m4(CAC-
wTomato)Hzes )y - para generar ratones Ascl1CERTZ,CAGIoSpTom — ysados en los
experimentos de las figuras 4-6 y 14 para marcar células granulares nacidas en el
cerebro adulto. A estos ratones se les administré tamoxifeno (120 ug/g, cuatro
inyecciones en dos dias consecutivos, para los experimentos de las figuras 4-6; 150
Mg/g, dos inyecciones en un dia, para los experimentos de la figura 14) para promover
la expresion permanente de td-Tomato (Tom), en la progenie de las células

progenitoras que expresan Ascl1 al momento de la induccion con TAM.

Ratones Ascl1CreERT2 y CAGfloxStopChR2-EYFP (clon Ai32)
(Gt(ROSA)26S0rM32(CACCOPAHIZARIEYFPIHze) |y g cruzaron para generar ratones
Ascl1CreERT2, CAGHloxStorChR2 A estos ratones se les administré tamoxifeno (120 pg/g,

cuatro inyecciones en dos dias consecutivos), lo que resulté en la expresion de
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Channelrhodopsin 2 (ChR2) en la progenie de las células progenitoras que expresan

Ascl1 al momento de la induccién con TAM.

Ratones de la linea Pvalb®™® se cruzaron con ratones CAGxStop-tdTomato v, G AGfloxStopChR2-
EYFP’ para generar ratones pva|bCre;CAGfloxStopTom y pvalere;CAGroxStopChRZ—EYFP’
respectivamente. Estos ratones presentaron expresion constitutiva de Tom o ChR2 en

las interneuronas GABAérgicas PV".

Para la identificacion de los animales genéticamente modificados se realizé6 una PCR
para cada uno de los genes correspondientes. La reaccion se realizé a partir de ADN

purificado de una porcion de la cola extraida de ratones de 2-3 semanas de edad.

Marcado neuronal por BrdU

Para realizar el experimento de la figura 7, ratones “wild type” C57BI6/J adultos
recibieron dos inyecciones intraperitoneales diarias separadas por 8 horas durante dos
dias consecutivos de una solucion fisiolégica normal conteniendo bromodeoxiuridina
(BrdU) en una dosis de 50 mg/kg. El BrdU se disolvié en solucion fisioldgica y luego se
filtré en esterilidad (0.22 um) previo a cada inyeccién. A los fines practicos, se

considero el dia de la primer inyeccion como el dia de nacimiento de las neuronas.

Cirugia estereotaxica

Ratones “wild type” C57BI6/J o ratones genéticamente modificados fueron
anestesiados por inoculaciéon intraperitoneal con ketamina y xilacina (150 pg de
ketamina / 15 pg de xilacina en 10 ul de solucién salina por g). Una vez anestesiado,
cada ratén fue colocado en un aparato estereotaxico, donde se procedié a marcar bajo
lupa las coordenadas de inyeccion. Los diferentes virus utilizados (RVs, AAVs o
mezclas) fueron inyectados en el GD a una velocidad promedio de 0.15 pl/min usando
pipetas microcapilares calibradas estériles estiradas por calor con un puller. El sitio de

inyeccién se determin6é en la siguiente coordinadas desde bregma para la region
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temporal: -2.4 anterio-posterior, -2.6 lateral, -2.1 ventral. Una sola inyeccion fue
suficiente para marcar un numero sustancial de células precursoras neurales en la
mayoria de los experimentos. En los experimentos que se realizaron para expresar el
receptor hM3D en neuronas granulares maduras, se usaron dos sitios de inyeccion
para maximizar el numero de células marcadas: -2.0 anterio-posterior, -1.5 lateral, -1.9
ventral y -2.4 anterio-posterior, -2.6 lateral, -2.1 ventral. En la coordenada marcada se
afind el hueso craneal usando un taladro y se retiréd el hueso restante por medio de
una aguja estéril, procurando no dafar la corteza y sin retirar la duramadre. Una vez
infundido el virus, se procedi6 a cerrar la piel del animal utilizando cemento ultrarrapido
en base a cianoacrilato “La Gotita”. Finalmente se observo la recuperacion adecuada

de los animales.

Perfusiéon y corte

Los animales fueron anestesiados con la misma composicién de la anestesia utilizada
para la cirugia. La perfusion intracardiaca se realizé por el ventriculo izquierdo a un
flujo de entre 6 y 8 ml/min, primero con 50 ml de solucién fisiolégica con heparina (2.5
U/ml) y luego con 100 ml de paraformaldehido (PFA) 4 % en buffer fosfato (PB) 0.1 M
pH 7.2. El cerebro fue removido y almacenado en PFA 4% a 4° C durante una o dos
noches. Posteriormente los cerebros fueron transvasados a un recipiente con
sacarosa al 30 % en PB 0.1 M y mantenidos a 4° C hasta que descendieron al fondo
del recipiente. Luego se procedié al cortado por micrétomo. Para ello los cerebros
fueron lavados dos veces con PB 0.1 M, se secaron, se removio el cerebelo y el bulbo
olfatorio. Se los colocd sobre una gota de PBS sobre la platina del micrétomo de
deslizamiento, previamente enfriada con hielo seco. De esta manera el PBS se
congela simultdneamente con el cerebro, al cual inmediatamente se agrega hielo seco
finamente molido para su congelamiento rapido, y se lo deja durante 2 minutos.
Inmediatamente se lo corté en secciones coronales de 40 um o 60 pm de espesor,
dependiendo el analisis posterior. Estas secciones fueron recolectadas en solucion
criopreservadora (3 volumenes de glicerol, 3 volumenes de etilenglicol y 4 volumenes
de PB 0.2 M) y almacenadas a -20° C hasta el momento en que se realizé la

inmunofluorescencia.
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Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se llevé a cabo en secciones coronales de 40, 60 0 400 um de
espesor mediante el sistema free floating (rodajas libres en solucién). Se analizaron
neuronas de la zona temporal (posterior) del GD, correspondiente a las secciones del
polo ventral del hipocampo (-2.8 a -3.88 mm desde bregma) de acuerdo al atlas de
raton (Paxinos & Franklin 2004). Los anticuerpos fueron aplicados en TBS con 3% de
suero de burro y 0.25% Triton X-100. Se realizaron inmunofluorescencias dobles o
triples usando los siguientes anticuerpos: HA-tag (monoclonal de rata, clon 3F10;
1:250; Roche; gentiimente cedido por Graciela Boccaccio), PV (monoclonal de raton,
PV235; 1:1000; Swant), Arc (policlonal de conejo; 1:500; Synaptic Systems), NeuN
(monoclonal de ratéon; 1:50; gentiimente cedido por F. H. Gage, Salk Institute for
Biological Studies, La Jolla, CA), GFP (policlonal de pollo; 1:500; Aves), RFP
(policlonal de conejo; 1:500; Rockland Immunochemicals Inc.), DCX (policlonal de
cabra; 1:100; Santa Cruz Biotechnology), calbindin D-28k (Cb, policlonal de conejo;
1:1000; Swant), Sox2 (policlonal de cabra, 1:500; Santa Cruz Biotechnology) y BrdU
(monoclonal de rata, 1:250; Abcam). Los correspondientes anticuerpos secundarios
utilizados se listan a continuacién: anti-ratén Cy5, anti-pollo Cy5, anti-pollo Cy2, anti-
conejo Cy3, anti-conejo Cy5, anti-cabra Cy5, anti-rata Cy2, todos obtenidos en burro

(1:250; Jackson ImmunoResearch).

El protocolo de inmunofluorescencia consistio en:

1) 3 lavados de 5 minutos con TBS 1X (TBS 10x: 132.2g de Trizma HCI; 19.4g de
Trizma Base y 90 g de NaCl llevado a 1 | de agua pH 7.5) con agitacién a temperatura
ambiente.

2) 1 hora de bloqueo (Solucion de bloqueo: TBS con suero de burro y 0.25% de Triton
X-100) con agitacion a temperatura ambiente.

3) 48 a 72 horas de incubacion con el anticuerpo primario con agitacién a 4° C.
4) 2 lavados de 15 minutos con TBS 1X con agitacién a temperatura ambiente.
5) 15 minutos de bloqueo con agitacién a temperatura ambiente.

6) 2 horas de incubacién con el anticuerpo secundario con agitacién a temperatura
ambiente.

7) 3 lavados de 5 minutos con TBS 1X con agitacién a temperatura ambiente.
8) 10 minutos de incubacién con solucién de DAPI (4°,6-daimidino-phenylindole, Sigma

D9542), 5 ul del stock en 50 ml de TBS1X (Stock a -20° C 1mg/ml, 3mM)) para
contraste fluorescente.
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9) 4 lavados de 5 minutos con TBS 1X con agitacion temperatura ambiente.

10) Montaje con PVA-DABCO (2.5% de polivinilalcohol y 2.5 % de DABCO en glicerol
y 0.2 M de Tris HCI pH8,5)

11) Los portaobjetos fueron mantenidos en oscuridad y a 4° C para aumentar la
estabilidad de los fluoréforos.

Microscopia confocal

Todas las imagenes se obtuvieron a través de microscopia confocal en las
instalaciones del Instituto Leloir, en los siguientes microscopios: Zeiss LSM Pascal,
Zeiss LSM 510 Meta 'y Zeiss LSM 710 NLO. Siempre que fue posible, tanto la toma de
imagenes como el analisis posterior, se realizé de forma ciega para el operador,

excepto en los experimentos de colocalizacion.

Para el analisis de expresiéon de Sox2, Arc, NeuN, DCX y Calbindin, se adquirieron
imagenes (40x; NA: 1.3 de inmersion en aceite; y 40x; NA: 1.2 de inmersion en agua)
de rodajas de 40 o 60 pym de espesor y la colocalizacién fue evaluada en z-stacks
usando multiples planos para cada célula. La densidad de CGs-RFP mostradas en el
experimento de sobrevida (figura 12) se calculé midiendo el area de la capa granular
tefida con NeuN o DAPI.

Para las medidas de largo dendritico, se adquirieron imagenes (40x; NA: 1.3 de
inmersién en aceite) de rodajas de 60 ym de espesor, tomando z-stacks de 35-50
secciones opticas, con un airy de 1, a intervalos de 0.8 um. Debido a que el RV-hM3D
genera una intensidad de fluorescencia débil e insuficiente para realizar las medidas
dendriticas, la caracterizacion de las CGs-hM3D se llevé a cabo luego de una
coinfeccién con una mezcla de retrovirus eGFP-hM3D y RFP en una relacién 2:1. Solo
las CGs-RFP y que expresaban eGFP en el soma fueron incluidas en el analisis. El
largo dendritico total fue medido en proyecciones tridimensionales obtenidas a partir

del z-stack utilizando el programa provisto por Zeiss (LSM Image Browser).

Para la medicién de densidad de espinas, se obtuvieron imagenes (63x; NA: 1.4 de
inmersion en aceite) de rodajas de 60 ym de espesor, tomando z-stacks de 50-140

secciones o6pticas, con un airy de 1, a intervalos de 0.1 um. Las espinas dendriticas se
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identificaron manualmente a partir de reconstrucciones tridimensionales de fragmentos
dendriticos de ~45 um, localizados en el tercio medio de la capa molecular, tomando

5-7 células por ratén, y 3-5 ratones por condicién.

Para el analisis de Sholl, se utilizé un plugin del programa ImageJ/Fiji, que fue aplicado
a las imagenes 2D en escala de grises utilizadas para cuantificar el largo dendritico. El

numero total de intersecciones fue calculado para el analisis estadistico.

Ensayos in vivo

Exposicion a AE: Hembras C57BI6/J de 6-7

semanas fueron inyectadas en el GD derecho con

particulas retrovirales (1 pl) conteniendo la
construccion CAG-RFP, como fue descrito

anteriormente. Posteriormente, fueron expuestas

a un AE (imagen de la derecha) de 50 cm x 90 cm
sin rueda durante los periodos de tiempo indicados, y se sacrificaron a los 21 dpi para
su analisis posterior por inmunofluorescencia. De forma similar, hembras
Ascl1CreERT2. CAGfloxStorTom g 7.8 semanas fueron inyectadas (IP) con tamoxifeno, y
expuestas a un AE durante los dias 9 a 11 post induccion. Veinte dias después, se
obtuvieron rodajas agudas de cerebro para el analisis electrofisiolégico. Los ratones
correspondientes a los grupos control se mantuvieron en una caja convencional. La
densidad de células se calculd cuantificando el area de la capa granular marcada con
NeuN o DAPI.

Activacion quimiogenética de CGs maduras: Para estudiar el efecto de la activacion de

CGs maduras sobre las CGs en desarrollo, se disefid un experimento consistente en
dos cirugias. En la primer cirugia, ratones C57BI6/J de 5 semanas de edad recibieron
dos inyecciones en el GD derecho (ver seccién Cirugia estereotaxica) de particulas
retrovirales (1.5 pl) conteniendo la construccién CAG-hM3D. Para aumentar el nimero
de neuronas marcadas en este etapa del experimento, se colocé una rueda en la caja
para permitirle a los ratones realizar ejercicio voluntario durante el tiempo en que los

progenitores infectados estan en division (dos a cuatro dias antes y hasta el dia dos
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post operacion). En la segunda cirugia, 7 semanas después, un retrovirus CAG-RFP
(1 pl) fue inyectado en el polo temporal del GD derecho. A estos ratones se les
administr6 CNO (1-5 ug/g) en el agua de beber durante los dias 8 a 12 0 9 a 11 del
desarrollo de las neuronas RFP, y se sacrificaron a los 21 dpi para su analisis posterior
por inmunofluorescencia. Los ratones correspondientes al grupo control fueron

sometidos a las mismas cirugias, pero recibieron agua en lugar de CNO.

Activacién _quimiogenética de las GCs en desarrollo: Para manipular la actividad

intrinseca de las neuronas en desarrollo, ratones C57BI6/J de 6-7 semanas recibieron
una combinacién de RV-RFP (0.5 ul) y RV-hM3D (1 pl) en el GD derecho, de forma tal
de obtener CGs-RFP que expresaban eGFP en el soma (ver seccién Microscopia
confocal). Se administré a los ratones CNO (1-5 mg/kg) en el agua de beber durante
los periodos indicados y se sacrificaron a los 21 dpi para su analisis posterior por
inmunofluorescencia. Para este experimento se realizaron dos controles: Un control en
el que los ratones recibieron CNO pero no fueron inyectados con RV-hM3D; y un
control del receptor sintético, en el que los ratones fueron inyectados con RV-hM3D,

pero no recibieron CNO.

Activacidon quimiogenética de interneuronas PV: Machos Pvalb®® de 6-7 semanas

recibieron una mezcla de virus consistente en: RV-RFP (1 ul), para marcar una
poblacion de progenitores que se encuentran en divisibn al momento de la cirugia; y
un virus adeno-asociado (AAV) que codifica para el receptor sintético PSAM-5HT3 (1
pl), para marcar las interneuronas PV que expresan la recombinasa Cre. El agonista
PSEM3ses (10 mg/kg) fue administrado 9 dias después de la cirugia, mediante
inyecciones intraperitoneales (una cada 6 horas durante 48 horas). Para este
experimento se realizaron dos controles: Un control de la droga PSEM, en el que
ratones “wild type” recibieron un RV-RFP para marcar una poblacion de neuronas
nuevas, y luego se les administr6 PSEMases (10 pg/g); y un control del receptor
sintético, en el que ratones Pvalb®™ recibieron la mezcla RV + AAV, pero recibieron

vehiculo (solucién fisioldgica) en lugar de la droga PSEMzgs.

Inactivacién quimiogenética de interneuronas PV: Ratones Pvalb®® hembra de 3

semanas recibieron dos inyecciones (0.25 pl septal y 0.25 pl temporal) de un AAV con
la construcciéon CAG-hM4D, permitiendo la expresion del receptor sintético inhibidor
hM4D en las interneuronas PV. Tres semanas después, se sometidé a los ratones a

una segunda cirugia en la que se les inyecté un RV-RFP. Entre los dias 9 y 11 se
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expuso a los ratones a un AE. Entre los dias 8 y 12 del desarrollo de las neuronas
RFP, se administro la droga CNO en el agua de beber, para inhibir a las interneuronas
PV. Para este experimento se realizaron dos controles: Un control “de efecto positivo”,
en el que ratones Pvalb®™ recibieron los mismos virus y fueron expuestos al AE, pero
no se les administr6 CNO; y un control “de efecto negativo”, en el que ratones Pvalb®®

recibieron los mismos virus y se les administré6 CNO, pero no fueron expuestos a AE.

Electrofisiologia

Preparacion de las rebanadas: Los ratones fueron anestesiados y decapitados a los

tiempos post-marcado segun se indica, tras lo cual se realizaron rodajas transversales
de hipocampo. Los cerebros fueron removidos e inmersos en una solucion de
diseccion fria carbogenada (95% O2 / 5% CO:) conteniendo (en mM): 110 cloruro de
colina, 2.5 KCI, 2.0 NaH»PO4, 25 NaHCOs;, 0.5 CaCl;, 7 MgCl,, 20 glucosa, 1.3
ascorbato de sodio, 3.1 piruvato de sodio y 4 acido kinurénico (KYN). Se procedio
luego a aislar el hipocampo vy realizar cortes coronales (400 yum de espesor) utilizando
un vibratomo. Las rodajas fueron ftransferidas a una camara conteniendo fluido
cerebroespinal artificial (ACSF) carbogenado con la siguiente composicion: 125 NaCl,
2.5 KCI, 2 NaH2PO4, 25 NaHCO;, 2 CaCl,, 1.3 MgCl,, 1.3 ascorbato de sodio, 3.1
piruvato de sodio, y 10 glucosa. La osmolaridad del ACSF se establecié en el rango
310-320 mOsm. Las rodajas se burbujearon con 95% O, / 5% CO, y fueron
mantenidas a 30°C durante al menos 1 hora antes del comienzo de los experimentos.
Los experimentos mostrados en la figura 22 fueron realizados en rodajas horizontales

de 350 um conteniendo los dos hipocampos.

Registros: Para los experimentos mostrados en las figuras 14, 18 y 19, se obtuvieron
registros de whole-cell usando microelectrodos (4-6 MQ) conteniendo una solucion
interna de composicion (en mM): 150 gluconato de K, 4 MgCl,, 0.1 EGTA, 1 NaCl, 10
HEPES, 4 ATP-tris y 10 fosfocreatina. Para los experimentos de las figuras 6, 17, 20 y
21, se obtuvieron registros de whole-cell usando microelectrodos conteniendo una
solucién interna de composicion (en mM): 130 CsOH, 130 acido D-glucdnico, 3 MgCl2,
0.2 EGTA, 1 NaCl, 0.4 CsCl, 10 HEPES, 4 ATP-tris, 0.3 GTP-tris, y 10 fosfocreatina.
Los registros de current-clamp de la figura 22 se obtuvieron usando microelectrodos
conteniendo (en mM): 110 gluconato de K, 30 KCI, 4 MgClz, 0.1 EGTA, 5 NaCl, 10
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HEPES, 4 ATP-tris y 10 fosfocreatina, determinando un equilibrio de CI- de -30 mV.
Las neuronas registradas fueron identificadas visualmente mediante videomicroscopia
de fluorescencia y de DIC infrarrojo. Los criterios para incluir una célula en el analisis
fueron: confirmacion visual de Tom o RFP en la punta de la micropipeta; la adhesion
del soma marcado cuando se realizaba la succién; y una corriente de leak absoluta
menor 100 pA a un potencial de holding (Vy). La resistencia de serie fue tipicamente
15-25 MQ, y se descartaron los experimentos si esta resistencia era mayor a 30 MQ.
Los registros de whole-cell voltage-clamp se obtuvieron a Vi, = -70 mV. La capacitancia
de membrana (Cy) vy la resistencia de input (Rinput) S€ Obtuvieron a partir de trazos de
corrientes evocadas por un pulso hiperpolarizante (10 mV, 100 ms). En los registros de
current-clamp, el potencial de reposo de la membrana se mantuvo a -70 mV mediante
la aplicacién de una corriente de holding. El umbral de disparo se calcul6é aplicando
pulsos sucesivos de corrientes despolarizantes (10 pA, 500 ms) que llevaron el
potencial de membrana desde el reposo a 0 mV. Las corrientes postsinapticas
excitatorias espontaneas (sEPSCs) se registraron también a un holding potential de -
70 mV. Todos los registros fueron realizados a temperatura ambiente (23 + 2 °C),
obtenidos utilizando amplificadores Axopatch 200B, filtrados (filtro pasabajo: 2 — 5
KHz), digitalizados, y adquiridos a una frecuencia de 10-20 kHz en una PC utilizando

el software pClamp 9.

Optogenética: Las secciones hipocampales que contenian CGs expresando ChR2
(ChR2-CGs) se prepararon 8 semanas luego de la cirugia retroviral (para los
experimentos con ratones PVC®e,CAGI>StrTom) o |yego de la recombinacién con
tamoxifeno (para los experimentos con ratones Ascl1°ERT2,CAGTxSorChR2) | a5 rodajas
que contenian interneuronas PV expresando ChR2 se obtuvieron de forma similar 10
dias luego de la cirugia con RV-RFP. Las neuronas que expresaban ChR2 se
estimularon utilizando una fuente laser de 447 nm a través del sistema optico del
microscopio de epifluorescencia y comandado por el software de adquisicion. Se
realizaron registros de corrientes postsinapticas (PSCs) evocadas por laser en CGs-
RFP y se compararon con los registros de CGs maduras localizadas en el tercio
externo de la capa granular. Se aplicaron pulsos de luz (1 ms para CGs-ChR2 y 200
ps para INs-PV-ChR2) a 0.07 Hz al tiempo que se registraron las PSCs en voltage-
clamp. Las PSCs excitatorias (EPSCs) se obtuvieron clampeando las neuronas al
potencial de reversion de las PSCs inhibitorias (IPSCs; Vh = -70 mV), mientras que las
IPSCs se obtuvieron al potencial de reversién de las EPSCs (Vh = -70 mV). Las

corrientes glutamatérgicas se bloquearon con 4 mM de acido kinurénico, y las
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corrientes GABAérgicas se bloquearon con 100 yM de picrotoxina (PTX) o 20 uM de
bicuculina. Para los registros de current-clamp de la figura 22, se estimul6é con trenes
de pulsos luminicos (5 pulsos, 1 ms, 40 Hz) a través del software de adquisicién a una

potencia de 70 mW.

Anadlisis de datos: El analisis de los datos electrofisiologicos se realizd off-line

mediante el uso de rutinas caseras de Matlab. La deteccion y el analisis de las
SEPSCs se realizd manualmente usando el software Mini Analysis. Los parametros
cinéticos mostrados en las figuras 17, 20 y 21 se midieron a partir de trazos promedio
como se detalla a continuacion: tiempo de crecimiento: desde el 20 al 80 % de la
maxima amplitud; latencia: desde el estimulo al 5 % de la maxima amplitud. En todos
los registros electrofisioldgicos y el andlisis, el operador estuvo ciego al grupo

experimental bajo estudio.

Analisis estadistico

La estadistica usada en esta tesis se describe en la leyenda de cada figura y en el
texto. A menos que se especifique de otra manera, los datos se presentan como la
media + SEM. La normalidad se evalué utilizando el test Shapiro-Wilk, el test omnibus
D’Agostino & Pearson, y el test Kolmogorov-Smirnov, con un P valor de 0.05. Cuando
los datos reunieron las condiciones de normalidad (distribucion gaussiana y varianza
equivalente), se realizé un test de t no pareado con correccion de Welch o un ANOVA
con Bonferroni’s post-hoc test. En los casos en los que los datos no reunieron los
criterios de normalidad, se usaron test no paramétricos: Test Mann-Whitney para

comparaciones independientes, y test Kruskal-Wallis para comparaciones multiples.
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