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INTRODUCCION

Una de las claves para la supervivencia de cualquier ser vivo reside en su capacidad de
respuesta y adaptacion a los distintos cambios que se producen tanto en el medio externo
como en el interno. La gran diversidad de ambientes existente en nuestro planeta ha
inducido la aparicién de un amplio abanico de estrategias adaptativas en los distintos
organismos que los habitan, con el fin de generar respuestas conductuales adecuadas a lo
que ocurre en cada momento a su alrededor. De entre todas estas, el sistema nervioso de
mamiferos, y en especial el de humanos, es considerada la mds exitosa a la par que
compleja (desde una perspectiva antropocéntrica). El sistema nervioso, a grandes rasgos,
se divide en sistema nervioso periférico y sistema nervioso central. Este ultimo se
caracteriza por quedar confinado en el interior de un esqueleto dseo formado por columna
vertebral y craneo, los cuales protegen a médula espinal y cerebro respectivamente. De
entre las distintas partes que forman el cerebro de mamiferos, la neocorteza o isocortex
es considerada la mas novedosa evolutivamente. Esta ha sufrido a lo largo de la filogenia
de mamiferos un proceso de expansion, acompaiiado de una mayor complejidad tanto
estructural como funcional (especialmente de mamiferos superiores), siendo su punto

algido la neocorteza de cetaceos, primates y en especial la del ser humano.

Dicha complejidad estructural y funcional es fruto de un incremento de la complejidad de
los distintos eventos que intervienen en el desarrollo del sistema nervioso central, como
son la diferenciacion, proliferacion y migracion neuronal o la sinaptogénesis. El
desarrollo del sistema nervioso comienza en etapas tempranas durante la gestacion y
puede alargarse hasta estadios postnatales. Alteraciones durante esta ventana temporal
pueden modificar el adecuado progreso de los distintos fendémenos implicados en la
formacion del sistema nervioso central, lo cual puede tener consecuencias negativas sobre
la estructura y funcidén de este. Unas de las causas de alteraciones del desarrollo mas
comunes son las de origen genético, y de entre estas, aquellas relacionadas con la
alteracion de la migracidon neuronal han sido especialmente estudiadas durante la tltima
década (Guerrini y Parrini, 2010). Un claro ejemplo de esto es la lisencefalia, la cual
puede estar producida por la alteracion de un grupo variado de genes, de entre los cuales
el gen PAFAHIBI, el cual codifica para la proteina LIS1, es uno de los mas estudiados.

Aun asi, a pesar de que se han desdenado diversos aspectos sobre su funcion y las



consecuencias que conllevan su alteracion sobre la estructura del cerebro (y en especial
sobre la corteza cerebral), muy poco es sabido sobre las consecuencias funcionales
(Reiner y Sapir, 2013). Por tanto, el objetivo global de esta tesis doctoral es el estudio de
las consecuencias funcionales sobre la corteza del raton de la mutacion de la proteina

LISI.

1. Desarrollo temprano y filogenia de la corteza cerebral.

Para una mayor comprension de la localizacion y de la estructura de la corteza cerebral
de los mamiferos y en concreto del ratdn, es necesario entender en cierto grado su
desarrollo. Los distintos eventos que llevan a la formacion de estructuras diferenciadas
en el sistema nervioso de vertebrados comienzan tras la formacion del tubo neural,
estructura alargada, hueca y no diferenciada, formada como fruto del plegamiento y cierre
del ectodermo neural. La regionalizacion del tubo neural se produce gracias a la accion
de determinadas estructuras, de localizacion discreta a lo largo del tubo neural, conocidas
como organizadores secundarios. Estos organizadores secretan moléculas difusibles al
medio extracelular denominadas morfégenos, las cuales forman gradientes de
concentracion, produciendo una induccion diferencial a lo largo del tubo neural que
conlleva el establecimiento de los patrones de diferenciacion antero-posterior y dorso-
ventral (Martinez y col., 2012). Esta induccion diferencial basicamente se trata de una
activacion de distintos programas moleculares a lo largo del tubo neural que inducen una
paulatina diferenciacion en las distintas partes que conformaran el cerebro adulto (Figura

L1).

Asi, la porcion rostral del tubo neural queda rapidamente diferenciada en una estructura
conocida como prosencéfalo, que posteriormente se diferencia en prosencéfalo
secundario y diencéfalo (Figura I.1C). El prosencéfalo secundario a su vez se diferencia
en una porcion rostral y otra caudal, dando lugar esta tltima al telencéfalo (Figura I.1D y
Figura I.1E). El telencéfalo a su vez se diferencia en dos porciones, una rostral o subpalio

y otra caudal o palio (Puelles y col., 2000; Puelles y col., 2013).



Alar-basal
boundary

Figura I.1. Modelo de regionalizacién del tubo neural en mamiferos. A) Tubo neural
no diferenciado. B) Primera regionalizacién anteroposterior en prosencéfalo (F),
mesencéfalo (M), rombencéfalo (H) y médula espinal (SpC). C) Segmentacion del
prosencéfalo en prosencéfalo secundario (SP) y diencéfalo (D). Segmentacion del
rombencéfalo en regiones prepontina (PPH), pontina (PH), pontomedular (PMH) y
medular (MH). D) Segmentacion del prosencéfalo secundario en prosencéfalo secundario
rostral (CSP) y caudal (RSP). Segmentacion del diencéfalo en los prosomeros 1 (pl;
pretecho), 2 (p2; talamo) y 3 (p3; pretalamo). Segmentacion del mesencéfalo en los
mesomeros 1 (ml) y dos (m2). Nueva segmentacion del rombencéfalo en distintos
segmentos denominados rombomeros (r1-r11), incluido el rombdémero 0 o istmo (is). E)
Segmentacion del prosencéfalo rostral para producir el area predptica y la porcion rostral
del hipotalamo (PPHy). El prosencéfalo caudal se segmenta en un area dorsal que dara
lugar al telencéfalo y una ventral que dard lugar a la porcion caudal del hipotdlamo
(PedHy). En el resto del tubo neural se hacen mas acusadas las diferenciaciones en el eje
dorsoventral. Adaptado de Puelles y col., 2013.

El palio a su vez se diferencia dando lugar a varias subdivisiones: palio medial, palio
dorsal, palio lateral, palio ventral y zonas amigdalinas. Aqui empezamos a encontrar
diferencias a lo largo de la filogenia de vertebrados. De hecho se cree que fue algun
ancestro del grupo de los reptiles el primero en presentar este esquema de divisiones
(Figura .2A y B). La idea mas aceptada es la que postula que el palio dorsal, del cual
deriva la neocorteza, surgi6 del limite entre el palio medial y palio lateroventral en algiin
punto de la evolucion y que este ha sufrido un paulatino proceso de expansion y
estratificacion a lo largo de la filogenia de vertebrados (Figura 12. C y D, esquema en
aves y mamiferos respectivamente), dando lugar a lo que hoy conocemos como la

neocorteza o isocortex de seis capas (Puelles, 2001; Palomero-Gallagher y Zilles, 2004).



El palio medial da lugar a hipocampo, subiculo, corteza entorinal y corteza retrosplenial
(Witter y Amaral, 2004). Por ultimo, el palio ventral-lateral da lugar a areas olfativas y

amigdala (Medina y col., 2004).

N cortex
I pallial nuclei
[ hypopallium

D

Figura 1.2. Esquema de la relacion palio-subpalio en reptiles (A, B), aves (C) y
mamiferos (D). A-B) Esquema de la relacion palio-subpalio y las distintas divisiones
dentro de estas regiones en un hipotético cerebro de reptil ancestral. C) Esquema de la
regionalizacion de palio y subpalio del cerebro de aves. D) Esquema de la regionalizacion
de palio y subpalio del cerebro de mamiferos. DP: palio dorsal; LP: palio lateral; MP:
palio medial; VP palio ventral. Adaptado de Puelles, 2001.

Otro punto clave en la formacion de la neocorteza es la expansion de las vesiculas
telencefélicas, la cual se debe fundamentalmente a dos procesos: proliferacion y
migracion neuronal. En la zona ventricular (VZ) del palio dorsal se encuentra las células
pluripotenciales que forman el epitelio neural, estas dan lugar a distintos tipos de
progenitores, algunos de los cuales, tras sucesivas divisiones asimétricas y simétricas
ocurridas en la VZ o en la zona subventricular (SZ), daran lugar a neuronas. En este nicho
se produce la mayor parte de las neuronas que formaran el neocortex. Estas neuronas se
diferenciaran mayoritariamente en neuronas piramidales, las cuales forman alrededor de
un 80% de las neuronas de la neocorteza. Otro elemento clave es la glia radial, que aparte
de ser un progenitor neuronal, emite proyecciones que se anclan tanto en la zona
ventricular como las meninges, actuando como guia para que las neuronas producidas en
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las VZ y SZ migren hacia la superficie pial. Asi, tras sucesivos eventos de division y
migracion se va formando la estructura laminar tipica del neocortex, siguiendo el patrén
de formacion de “dentro-fuera”. Este consiste en la formacion y migracion radial (desde
regiones ventriculares a regiones piales) de neuronas que daran lugar a las neuronas
piramidales de capas profundas en primer lugar para que después lo hagan las de capas
mas superficiales, atravesando las primeras, formandose asi la tipica estructura laminar
en 6 capas que conforma la corteza completamente desarrollada (Nadarajah y Parnavelas,

2002; Rackic, 2009).

El gran grupo de neuronas corticales, conocido como interneuronas, procede de distintos
nichos proliferativos localizados en el subpalio: eminencia ganglionar medial (MGE),
eminencia ganglionar lateral (LGE) y el area preoptica (POA; (Gelman y Marin, 2010).
En la zona ventricular de estas regiones subpaliales, de forma semejante a lo descrito
previamente para los precursores de las neuronas piramidales, el neuroepitelio da lugar a
diversos tipos de progenitores que a su vez daran lugar a los distintos tipos de
interneuronas. Estas, en primer lugar migraran desde sus respectivos nichos subpaliales
hasta la SZ palial, proceso también facilitado por la glia radial presente en dichos nichos,
alcanzando asi las zonas ventriculares del palio dorsal. Este proceso se conoce como
migracion tangencial. Tras esto, siguen una ruta de migracion radial (similar a la descrita
para neuronas piramidales), distribuyéndose asi en las distintas capas corticales
(Nadarajah y Parnavelas, 2002; Marin y Ulrich, 2014). Durante los eventos de
proliferacién y migracion neuronal resulta clave la participacion del citoesqueleto y
especificamente de los microtubulos, que mas alla de la vision clasica de mero elemento
estructural, posee un papel fundamental como componente dindmico durante la
migracion, la division y la diferenciacion celular (Kapitein y Hoogenraad, 2015). Asi
pues, tanto los elementos estructurales que conforman los microtibulos como los diversos
complejos proteicos asociados que regulan el desarrollo de sus diversas funciones, son
elementos clave. Alteraciones en cualquiera de estos conllevan disrupciones drasticas en
el desarrollo cortical, siendo un claro ejemplo las mutaciones en la tubulina alfa 1A o en

la proteina LIS1 (Guerrini y Parrini, 2010).



2. Estructura de la neocorteza.

La corteza cerebral es la region mas extensa y compleja del cerebro de mamiferos y se
divide en tres regiones claramente diferenciadas en base a su estructura: el isocortex (o
neocortex), el archicortex y el paleocortex. El isocortex o neocortex esta formado por una
capa relativamente fina de materia gris que recubre los hemisferios cerebrales y que en
mamiferos superiores presenta una forma rugosa e irregular muy caracteristica formando

giros y circunvoluciones (Valverde, 2002).

2.1. Componentes celulares y estructura laminar de la neocorteza.
El neocortex, al igual que el resto del SNC, estd compuesto por diversos tipos celulares,
que generalmente se suelen agrupar en dos grandes y heterogéneos grupos: neuronas y
glia. En nuestro caso nos centraremos en introducir las células nerviosas debido a la
naturaleza de los diversos objetivos de este trabajo de investigacion. Desde finales del
siglo XIX se tiene la certeza de que existe una variabilidad importante de células
neuronales en la corteza cerebral del SNC de mamiferos, que siempre se ha tratado de
clasificar, de forma mas o menos acertada, dependiendo de la informacién disponible en
cada momento (Lorente de No, 1941; Valverde, 2002; Kirkdaile, 2012). Desde hace
varias décadas las células neuronales de la neocorteza se suelen clasificar en dos grandes

grupos previamente mencionados: neuronas excitadoras y neuronas inhibidoras.

Las neuronas excitadoras suponen alrededor de un 80-90% de las neuronas de la
neocorteza, son abundantes en todas las regiones y capas de esta, exceptuando la capa 1.
La mayor parte de este grupo estd formado por las neuronas piramidales. Estas se
caracterizan por presentar un arbol dendritico mas o menos ramificado que presenta
numerosas espinas sinapticas (estructuras especializadas para la formacion de sinapsis
generalmente excitadoras) y un axén que forma proyecciones locales y no locales,
proyectando a otras regiones corticales, al hemisferio contralateral e incluso a estructuras
subcorticales, formando la sustancia blanca. En cualquier caso, siempre forma sinapsis
excitadoras mediadas por el neurotransmisor glutamato con las células diana. Las
sinapsis que reciben son mayormente excitadoras, localizandose estas en las espinas
dendriticas. Las sinapsis de tipo inhibidor que reciben suelen tener como diana el eje

dendritico, el soma y la porcion inicial del axon de las células principales, aunque también
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lo pueden hacer en el arbol dendritico. Presentan una variedad de tamafos considerable,
aunque por lo general siguen un mismo patréon morfoldgico: dendrita apical que siempre
proyecta a capas superiores (con mayor o menor ramificacion), soma con forma de
piramide, dendrita basal y axén de proyeccion desde a capas inferiores hasta médula
espinal, pudiendo dejar colaterales en otros puntos del cerebro (Lorente de N6, 1941; De

Felipe y Farifias, 1992).

El otro gran grupo de neuronas excitadoras estd formado por las células estrelladas.
Reciben dicha denominacidon por su morfologia y presentan rasgos similares a las
neuronas piramidales, tanto a nivel morfoldégico como fisioldgico. Se localizan
mayormente formando la capa IV de regiones sensoriales de corteza, recibiendo una
considerable inervacion por parte de las aferentes taldmicas. No presentan dendrita apical,
la cual desaparece durante el proceso de maduracion, pero por el contrario presentan una
gran cantidad de espinas dendriticas. Poseen un soma de forma globular, redondeada, del
cual surge un ax6n de proyeccion local, del cual surgen numerosas colaterales que forman
sinapsis en distintos tipos de neuronas de capas superiores. Como las células piramidales,

forman sinapsis excitadoras (Valverde 2002; Kirkcaldie 2012).

Distintas poblaciones de células excitadoras se disponen formando estratos mas o menos
uniformes generando la caracteristica estructura laminar en 6 capas de la neocorteza
cerebral ya descrita por Lewis en 1878. A pesar de que detallados estudios sobre la
composicion de estas capas viene realizdndose desde tiempos de Santiago Ramon y Cajal
y Camillo Golgi a finales del siglo XIX (Lorente de N6, 1941), hoy en dia todavia siguen
dilucidandose detalles de cierta relevancia sobre su estructura y composicion celular.
Seguidamente se exponen uno de las mas actuales revisiones las distintas capas y la
composicion de estas en la corteza de raton (propuesto en The Mouse Nervous System,

2012):

- Capa 1 (Plexiforme o Molecular). Capa més superficial, situada bajo las meninges. Se
encuentra formada mayormente por multitud de proyecciones axonicas procedentes de
diversas localizaciones (tanto corticales como subcorticales) y proyecciones dendriticas
procedentes de capas inferiores. Sustancialmente menos poblada (en términos celulares),
presenta una poblacion caracteristica de esta capa, las células de Cajal-Retzius. Presenta,
a diferencia del resto de capas, una mayor proporcion de células inhibitorias que

excitadoras.
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- Capa 2/3 (Piramidal supragranular). Recibe este nombre ya que se asume la idea de
que esta capa es la homologa a las capas 2 y 3 en mamiferos superiores, encontrandose
fusionadas en el raton. Presenta una poblaciéon de pequefias células piramidales
involucradas en circuitos corticales locales y distales. La dendrita apical de este tipo de
células proyecta a capa 1 y su axdn generalmente a capa 5. Esta capa presenta aferencias
corticocorticales (callosas e intrahermisféricas) ademas de presentar dendritas apicales de
neuronas piramidales de capas inferiores. También hay un significativo nimero de células

de axon corto o interneuronas de tipo cesto y candelabro.

- Capa 4 (Granular). Su presencia y tamafio esta relacionado con la funcién de cada
region cortical, siendo mas notable en regiones de funcion sensorial, ya que esta altamente
ligada a la presencia de aferencias sensoriales procedentes del tdlamo. La poblacion
celular caracteristica de esta capa son las células estrelladas espinosas, las cuales reciben
una gran cantidad de sinapsis de fibras taldmicas. Esta capa presenta caracteristicamente

una gran cantidad de dendritas apicales procedentes de capa 6.

-Capa 5 (Piramidal profunda). Presenta diversos tipos de neuronas piramidales de
tamafio variable (generalmente mayor al del resto de capas) cuyo axon proyecta a otras
zonas corticales y subcorticales, con una prominente dendrita apical que proyecta a capas

superiores.

-Capa 6 (Polimorfica). Capa de grosor considerable que presenta diferentes morfologias
de células piramidales. Se caracteriza por una fuerte proyeccion reciproca a nucleos
talamicos, ademas de distintas proyecciones corticocorticales tanto locales como distales.
Por debajo de esta existe también otra capa que suele diferenciarse en composicion celular
y proyecciones, y que recibe distintos nombre: capa 6B, capa 6 profunda, o incluso capa
7. Posee una cantidad pobre de células piramidales que emiten proyecciones

corticocorticales, o bien ipsilaterales a capa 1, o a través del cuerpo calloso.

El segundo grupo de neuronas es el formado por las neuronas inhibidoras, un grupo muy
heterogéneo en cuanto a morfologia, propiedades electrofisioldgicas, origen embrionario
y distribucién a lo largo de la corteza. Se caracterizan generalmente por formar sinapsis
inhibidoras mediadas por el neurotransmisor GABA y por poseer un axon de proyeccion
local, el cual forma contactos no espinosos sobre el eje dendritico, soma o porcidon

proximal del axon de otras neuronas, pudiendo controlar la excitabilidad en distintos
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puntos. Ademas, la gran diversidad de propiedades electrofisiologicas en este grupo se
traduce en una amplia gama de tipos de respuesta frente a un mismo estimulo. Esto, unido
a la mayor eficiencia de las sinapsis inhibitoria, hace que las interneuronas sean
consideradas como el elemento dinamizador de los circuitos neuronales (Markram y col.,
2004). Historicamente se han considerado distintos grupos de interneuronas en base a la
morfologia de su axon (Lorente de No, 1941), a la expresion de marcadores moleculares
(Hendry y Jones, 1991) o a sus propiedades electrofisiologicas (Kawaguchi y Kubota,
1997), pero aunque alguno de los grupos obtenidos en los distintos tipos de clasificacion
pueden solapar considerablemente, no siempre ocurre asi (Petilla Interneuron
Nomenclature Group, 2008). Recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion que
establece tres grupos no solapantes de interneuronas que expresan los marcadores
moleculares parvalbimina (PV), somatostatina (SST) y la subunidad SHT3a del receptor
ionotropico de serotonina, los cuales abarcarian casi la totalidad de las interneuronas
corticales, aunque a su vez estos estarian compuestos por subgrupos con diversas

propiedades morfologicas, electrofisiologicas y moleculares (Rudy y col., 2011).

2.2. Regionalizacion cortical.
Aungque el patron de estratificacion en 6 capas previamente descrito se conserva a groso
modo a lo largo de toda la neocorteza, un rasgo caracteristico de la neocorteza es su
regionalizacion en distintas zonas de estructura y funcion diferentes (Figura 13). De
hecho, hace ya mas de un siglo que se determinaron sustanciales diferencias en cuanto a
la citoarquitectura entre distintas zonas, quedando patente una clara regionalizacion
(Campbell, 1905; Brodmann, 1909; segiin Lorente de No, 1941). Estos primeros estudios
fueron mejorados drasticamente con la incorporacion de una gran cantidad de
informacion detallada sobre las proyecciones nerviosas presentes en cada region (aportes
realizados mayormente por la escuela de Cajal mediante el uso de su variacion de la
tincion de Golgi; Lorente de N6, 1941). Existen numerosos estudios que han revelado
cierta informacion sobre como se produce este proceso, el cual al parecer se debe a un

conjunto de mecanismos intrinsecos y extrinsecos a la propia corteza.

Ciertas evidencias apuntan a una temprana determinacion de la identidad de cada region,
y a que esta viene marcada durante los procesos de proliferacion y migracion neuronal.
De hecho la hipotesis mas aceptada hoy dia, conocida como Hipoétesis de la Unidad
Radial, propone que existe una diferenciacion entre las células pluripotenciales situadas
en la zona ventricular, incluso desde antes de que se produzca los procesos de

13



neurogénesis y migracion neuronal. Cada uno de estos progenitores seria capaz de generar
las diferentes poblaciones de neuronas que forman una misma columna, las cuales
migraran radialmente diferencidndose posteriormente (Rakic, 2009; Marin y Miiller,
2014). Esto indica que ya existen ciertos factores determinantes de la regionalizacion a
nivel del epitelio neural. Una de las cuestiones que, sorprendentemente, permanece
abierta hoy dia es si el nimero de neuronas descendientes de progenitores neurales se
mantiene constante entre distintas areas. En 1980 Rockel y colaboradores determinaron
que el nimero de neuronas para una seccion columnar dada permanencia constante entre
distintas regiones corticales y este se conservaba a lo largo de la filogenia. Tras esto, tuvo
lugar la aparicion de diversos estudios corroborando y contradiciendo totalmente este
resultado, abriendo asi un largo debate (Rakic 2008). Durante la pasada década, casi 30
afios después, y a pesar de los avances técnicos, se seguian publicando estimaciones
totalmente contradictorias en este aspecto (Herculano-Houzel y col., 2008; Nikoosh Carlo

y col., 2012).

Por otro lado Wise y Jones en 1978 demostraron que para el desarrollo completo de la
corteza somatosensorial de la rata era necesaria la llegada a esta de la proyeccion
talamocortical, aunque alrededor de dos décadas después se determind que en el ratén
mutante Gbx2”", el cual carece de proyeccion talamocortical, conservaba la expresion de
factores de transcripcion inductores de la regionalizacion cortical (Miyashita-Lin y col.,
1999). Esto evidencia que existen distintos factores tanto intrinsecos como extrinsecos a
la corteza cerebral que determinan su regionalizacion. Por tanto procesos como division
celular, migracion, diferenciacion e incluso la formacion de conexiones sinapticas tienen
cierta importancia durante el proceso de regionalizacion, procesos en los que el
citoesqueleto y en concreto la proteina LIS1 juega un papel fundamental (Reiner y Sapir,

2013).

El patron de regionalizacion, aparte de encontrarse altamente conservado entre individuos
de una misma especie, ha sido ampliamente estudiada a lo largo de la filogenia de
mamiferos quedando patente un cierto nivel de homologia entre distintas especies
(Caviness, 1975). Esto queda corroborado con la presencia de areas claramente definidas
a lo largo de la filogenia de mamiferos con la misma funcion y estructura y conectividad
similares, como es el caso de la corteza motora, somatosensorial o visual. A pesar de esto,
también existen rasgos Unicos que responden a especializaciones adaptativas de cada

especie. Un claro ejemplo es el patron de regionalizacion del cerebro humano, el cual es
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altamente complejo y revela la presencia de areas unicas a lo largo de la filogenia. Un
claro ejemplo de esto son las areas de Broca y Wernicke, funcionalmente relacionadas

con el lenguaje (Aboitiz y Garcia, 1997).

Figura L.3. Regionalizacion de la corteza cerebral del raton. Esquema que representa
la corteza del raton en el cual podemos observar las distintas regiones propuestas. Esta
regionalizacion se basa tanto en estudios anatdmicos como funcionales. Cabe destacar
como las regiones somatosensorial (tonos verdes) motora (tonos naranja y amarillo) y
visual (tonos azules) ocupan una gran proporciéon del neocortex del ratobn (imagen
adaptada de The Mouse Nervous System 2012).

2.3. Conectividad cortical.

La corteza cerebral, de la misma forma que otras partes del cerebro, esta formada por una
red interconectada de neuronas que actian de manera conjunta formando el sustrato
fisico-quimico de los distintos procesos cognitivos. Por tanto, una de las cuestiones mas
relevantes en el estudio de la corteza es coOmo las neuronas se encuentran interconectadas,

es decir, cobmo se organizan los circuitos corticales.

2.3.1. Circuitos corticales.
Dos hallazgos, ambos desarrollados de forma paralela por el laboratorio de Cajal,
sentaron las bases para la aparicion de las primeras hipdtesis sobre la existencia de un
circuito cortical en la corteza cerebral de mamiferos. El primero de ellos fue el

establecimiento de la neurona como unidad fundamental del sistema nervioso, lo cual
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sugiri6 directamente la necesidad de una coordinacion entre estos elementos. El segundo,
la aparicion de los primeros analisis detallados sobre las proyecciones axonales y
dendriticas contenidas en la corteza, los cuales revelaban la conservacion de ciertos
patrones conectivos. De ambos emerge una idea conjunta: las neuronas son elementos
independientes que estdn conectados siguiendo ciertos patrones conservados, lo que
sugiere un circuito para la transmision del impulso nervioso. De hecho, la primera
hipotesis sobre la estructura de un circuito cortical mas o menos definido y relativamente
generalizado, fue propuesta por uno de sus discipulos, Rafael Lorente de N6 (Lorente de
No, 1941). Este, basdndose exclusivamente en el estudio morfoldégico de las proyecciones
neuronales, describid una organizacion funcional elemental. La descripcion propone una
organizacion funcional columnar formada por células de las distintas capas corticales las
cuales presentan una alta densidad de conexiones especificas entre si. Esta unidad
elemental seria capaz de recibir impulsos eléctricos a través de fibras aferentes
(procedente de tdlamo y corteza mayormente), procesarlos y emitir una respuesta hacia
otras regiones del cerebro. Esta hipdtesis fue corroborada a nivel funcional casi dos
décadas después en corteza somatosensorial de gato (Mountcastle, 1957) y poco mas
tarde, corteza visual de este mismo animal (Hubel y Wiesel, 1962). Posteriormente esta
organizacion columnar también fue encontrada en dreas motoras y auditivas, lo que llevo
a la propuesta del concepto de la columna como unidad funcional de la corteza cerebral
(revisado por Mountcastle, 1997). Sin embargo, observaciones posteriores han
determinado que dicho patrén columnar, tanto a nivel funcional como anatémico, no es
extensible a toda la corteza y que este tampoco es una norma general a lo largo de la
filogenia (Lund y col., 2003; Horton y Adams, 2005). Aunque estos autores no rechazan
que el concepto de columna como unidad funcional (con su respectivo sustrato
anatdmico) se ajuste correctamente a ciertas regiones corticales, rechazan asumirlo como

una propiedad general de la corteza cerebral.

En 1989 Douglas y Martin propusieron un nuevo modelo: el microcircuito cortical. En
contra de la visidn de circuito descrita para la columna cortical que postula un flujo lineal
de la informacion entre las distintas capas corticales, en el que dicho flujo viene
determinado mayormente por la intensidad del impulso recibido por la columna, dichos
autores propusieron una unidad funcional mucho mas discreta, formada por conexiones
recurrentes entre piramidales y/o interneuronas, formando circuitos de retroalimentacion

entre ellas. Este modelo explica mejor dos rasgos caracteristicos de los circuitos locales
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que han sido determinados de manera experimental y se han encontrado en todas las areas
de corteza estudiadas. En primer lugar es capaz de explicar el balance entre excitacion e
inhibicién que reina en el cdrtex teniendo en cuenta las proporciones de este tipo de
neuronas entre si. En segundo lugar es capaz también de explicar como el circuito local
puede modificar la ganancia de los distintos impulsos que recibe (Douglas y Martin,

2010).

Mas alld de las proyecciones que forman el circuito local y que determinan el flujo del
impulso en la columna cortical, existe una gran conectividad entre distintos zonas de una
misma region y a su vez entre distintas regiones. Ateniéndonos a las vias de conexion de
mayor tamafio se puede establecer claramente una jerarquia en el flujo de la informacion
entre las distintas areas que participan en una misma modalidad sensorial. Paralelamente
a estas vias principales, existen conexiones reciprocas, mas discretas, entre dichas areas,
lo cual responde a las complejas necesidades del procesamiento de la informacion. Asi, a
medida que se asciende jerarquicamente los niveles de procesamiento son cada vez mas
complejos, implicando una mayor cantidad de informacion. El tipo de conexiones
corticocorticales que median este tipo de interacciones son mayormente excitadoras y
proceden de neuronas piramidales de capas superiores, siendo una sola neurona de capa
2 de corteza visual capaz de proyectar a la vez a distintas areas corticales (Felleman y
Van Essen, 1991). Ese tipo de conexiones llegan a conectar zonas muy lejanas de la
corteza. Un claro ejemplo son aquellas que forman el cuerpo calloso, comisura formada
por axones mayoritariamente excitadores y procedentes de neuronas piramidales de la
capa 2/3 que generalmente forman sinapsis en regiones homotdpicas del hemisferio

contralateral (Yorke y Caviness, 1975).

2.3.2. Sincronizacion cortical.
Como hemos descrito anteriormente, el componente nervioso de la corteza cerebral esta
compuesto por un gran numero de neuronas de muy diversos tipos y caracteristicas que
se organizan en circuitos siguiendo ciertos patrones repetitivos a lo largo de la corteza.
Uno de los rasgos mads caracteristicos de los circuitos corticales es el de mediar la
sincronizacion entre las distintas neuronas que lo componen generando distintos patrones
de actividad implicados en distintos procesos cognitivos (Connors y Amitai, 1995). Un
claro ejemplo de esto es la actividad oscilatoria cortical. La actividad oscilatoria cortical
consiste en el disparo coordinado de una poblaciéon de neuronas a una determinada

frecuencia, lo cual genera variaciones sinusoidales en el potencial de campo a dicha
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frecuencia determinada. Aunque los primeros estudios realizados durante las primeras
décadas del siglo XX asociaban este tipo de actividad a estados inconscientes o
patoldgicos, el desarrollo de nuevas metodologias para su inducciéon, manipulacion y
registro, asi como el descubrimiento de su implicacion en distintos procesos cognitivos,
han hecho resurgir el interés en su estudio. La actividad oscilatoria se clasifica en los
siguientes intervalos o bandas de frecuencia: 0-4Hz, banda delta; 4-8Hz, banda theta, 8-
13Hz banda alfa, 13-30Hz banda beta, 30-100Hz banda gamma; >100Hz oscilaciones
ultra-rapidas (Buzsaki y Draguhn, 2004). Aunque no se pueden relacionar distintos
intervalos de frecuencia en la actividad oscilatoria con procesos cognitivos concretos,
generalmente se asocia la actividad de bajas frecuencias y grandes amplitudes a estados
de reposo o suefio, la cual se propaga por una gran parte de la corteza. Sin embargo,
oscilaciones de media o altas frecuencias, baja amplitud y que emerge en zonas muy
localizadas de la corteza, se suelen relacionar con procesos cognitivos llevados a cabo en
estado consciente (Wang, 2010). Estas bandas de frecuencia, aunque estdn basadas en
evidencias experimentales, no han de ser tomadas como fronteras inviolables,
encontrandose conservadas a lo largo de la filogenia de mamiferos (Buzsaki y Watson,
2012). En el hipocampo, donde distintas poblaciones neuronales se caracterizan por
sincronizarse claramente en el rango theta, se ha observado en distintas especies que esta

puede llegar a superar los 10Hz (Bland, 1986).

La actividad oscilatoria, sino en todo el espectro de frecuencias por lo menos en gran
parte de ¢él, viene determinada por la frecuencia en la que interneuronas gabaérgicas
emiten impulsos sobre grupos concretos células piramidales, las cuales alternan periodos
de excitacion en los que disparan de forma coordinada con periodos de inhibicion. Este
grupo de piramidales puede a su vez emitir un impulso coordinado sobre otra poblacion,
transmitiendo ese patron temporal de actividad. Este mecanismo basico de sincronizacion
de poblaciones neuronales ha sido sugerido como una de las posibles formas en las que
la informacion puede codificarse en los circuitos corticales y ser transmitida entre estos a

lo largo de la corteza (Buzsaki y Watson, 2012).

2.3.3. Sincronizacion cortical y enfermedades mentales.
Desde mediados del siglo XX se ha venido determinando la presencia de anomalias en
las propiedades de la actividad oscilatoria asi como en la capacidad de sincronizacion de
distintas regiones corticales en pacientes con distintos trastornos cerebrales (Fenton,

1977; Kam y col., 2013; Brealey y col., 2014). Esta anomalia se ha ido asumiendo como
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obvia a medida que se ha ido conociendo la etiologia de muchos de estos trastornos. En
términos generales, las alteraciones descritas afectan al numero de neuronas, su
distribucion o a la conectividad entre estas, y en muchas ocasiones relacionadas con el
componente inhibitorio de los circuitos corticales (Marin, 2012). Por ejemplo, se ha
determinado la reduccion de la poblacion de neuronas positivas para el marcador GAD67
(marcador molecular general para interneuronas) en la corteza prefrontal de pacientes de
trastorno bipolar y esquizofrenia, presentando estos tltimos también una reduccion de la
expresion en la subunidad NR2A del receptor de NMDA (Woo y col., 2002). Ademas,
también se ha determinado una distribucion anémala de distintos tipos de interneuronas
en la corteza cingular de individuos que presentaban depresion profunda, trastorno bipolar
o esquizofrenia (Cotter y col., 2002). Ya que la aparicion y caracteristicas actividad
oscilatoria dependen en gran parte del componente inhibitorio, no es descabellado que en
distintos trastornos neurologicos se haya determinado una alteracion de este tipo de
actividad. Por tanto el estudio de los componentes del circuito cortical, asi como estos se
organizan y sincronizan es necesario para entender su funcionamiento en situaciones
normales y patoldgicas, lo cual puede sentar la base para el desarrollo de nuevas terapias

(Marin, 2012; Buzsaki y Watson, 2012).

3. Alteraciones corticales asociadas a defectos del desarrollo.

El desarrollo cortical ocupa una ventana temporal que en mamiferos se extiende mas alla
del nacimiento. Durante este proceso se suceden los complejos eventos de proliferacion,
migracion, diferenciacion y sinaptogénesis, los cuales estan finamente regulados y en los
que intervienen diversos factores genéticos y ambientales. Cualquier tipo de modificacion
en alguno de estos es capaz de desembocar en un amplio espectro de alteraciones

corticales con diversas consecuencias (Stolp y col., 2011).

Durante las tltimas décadas se ha producido un gran avance en el entendimiento de los
mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo cortical, lo que unido a una mejora en
las técnicas de diagndstico (sobre todo genéticas y de imagen) ha permitido una mayor
comprension de la relacion entre una determinada alteracion genética y sus consecuencias
fenotipicas. Esto ha dado lugar a sucesivas clasificaciones de las malformaciones
corticales asociadas a anomalias del desarrollo en las que se relaciona un determinado
fenotipo morfologico y funcional con su causa genética, sefialando ademas en que proceso

del desarrollo cortical estd involucrado dicho gen (Barkovich y col., 2001; Barkovich y
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col., 2005), facilitando mucho mas la comprension de la naturaleza de dicha alteracion y

por tanto el disefio de tratamientos mas adecuados.

En la tltima clasificacion de malformaciones corticales asociadas a alteraciones del
desarrollo propuesta por Barkovich y colaboradores se establecen 4 categorias, una de las
cuales corresponde a las malformaciones debidas a alteraciones en la migracion neural.
De entre las distintas malformaciones corticales debidas a alteraciones en la migracion
neural, una de las mas documentadas y estudiadas es la lisencefalia (Dobyns y col., 1985;
Dobyns y col., 1999; Matsumoto y col., 2001; Bi y col., 2009). Bajo la denominacién de
lisencefalia se agrupan un conjunto de alteraciones que tienen como denominador comun
una disrupcion en la formacion de los giros y circunvoluciones corticales. Esta puede
aparecer como consecuencia de la alteracion de distintos genes que codifican para
proteinas relacionadas de algiin modo u otro con el proceso de migracion neural. Un tipico
ejemplo de estas son la proteina LIS1, Doblecortina (DCX), Reelina (RELN), o ARX
(Guerrini y Parrini, 2010). De entre estas, la proteina LISI ha sido una de las mas
estudiadas debido a su importancia de distintos procesos bioldgicos y sus implicaciones

clinicas (Reiner y Sapir, 2013).

3.1. Lisencefalia asociada a la alteracion de LIS 1.

La proteina LIS1 fue descubierta a principios de los anos 90 durante la busqueda de
alteraciones genéticas en enfermos de sindrome de Miller-Dieker, los cuales se
caracterizan por presentar una clara lisencefalia, acompafiada de una tipica malformacion
facial y severo retraso cognitivo (Reiner y col., 1993). Poco después se determind que
dicho sindrome era en realidad una enfermedad poligénica y que la alteracion en LIS1 era
responsable de producir el fenotipo lisencefélico de forma aislada (Lisecenfalia tipo 1) al
resto de rasgos fenotipicos del sindrome de Miller-Dieker (LoNigro y col., 1997). La
Lisencefalia tipo I es una enfermedad rara (1:30.000 nacimientos) y se caracteriza por
presentar una grave displasia cortical que se manifiesta con una acentuada paquigiria
(disminucién en el nimero de giros y circunvoluciones corticales, acompafiados de un
aumento de su tamafio), llegando en los casos mas graves a una agiria (ausencia de giros
y circuvoluciones) parcial o total, a lo que subyace una pérdida de la estructura laminar
de la corteza. Esto viene acompafiado de crisis epilépticas severas y recurrentes de muy

dificil tratamiento y que conllevan un deterioro cognitivo paulatino que se suma al ya
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producido por la propia alteracion de la corteza (Dobyns y col., 1993). Por lo general los
pacientes que presentan esta enfermedad poseen muy mal prondstico, con una esperanza

de vida de unos pocos afios, en el mejor de los casos.

3.2. LISI: estructura y funcion en el sistema nervioso central.
La proteina LIS1 se encuentra codificada por el gen PAFAH1B1, formado por 11 exones
y localizado en el brazo corto del cromosoma 17 en humanos (Reiner y col., 1993;
LoNigro y col., 1997). Esta regiéon cromosdmica es conocida como region critica de la
lisencefalia (LCR), la cual se caracteriza por presentar varios locus relacionados con el
desarrollo y funcion del sistema nervioso ademds de presentar una alta tasa de mutacion
(Chong y col., 1997; Tabarés-Seisdedos y col., 2006). LIS1 estd compuesta por 410
aminodcidos, presentando en su extremo amino-terminal un dominio LisH que media la
homodimerizacion de ella misma, su forma funcional. Por otro lado, su extremo
carboxilo-terminal presenta un dominio formado por 7 repeticiones triptéfano-aspartico
(WD), cuya funcion es la interaccion proteina-proteina, pero en este caso con proteinas
diana (Reiner y col., 2002). Por otro lado LIS1 posee un alto nivel de expresion en el
SNC el cual se encuentra finamente regulado durante el desarrollo (Reiner y col., 1995;
Escamezy col., 2012), lo que hace prever el papel fundamental de LIS1. A grandes rasgos
se puede decir que posee dos funciones diferenciadas; por un lado actia como regulador
del motor molecular Dineina y por otra parte participa como la subunidad reguladora de
la enzima acetil-hidrolasa del factor de agregacion plaquetaria (PAF-AH) la cual regula
los niveles fisiologicos del factor de agregacion plaquetaria (PAF. Hattori y col., 1994).
El motor molecular Dineina esta formado por una proteina de alto peso molecular
(500kDa), la cual interacciona con los microtibulos del citoesqueleto para mediar
distintas funciones, como por ejemplo la estabilizaciéon y dinamismo de estos durante
distintos procesos como la division celular, la migracion neuronal o la motilidad ciliar,
ademas de ser el responsable del transporte retrogrado asociado a microtubulos, mediando
LIS1 Ia unién de Dineina a estos (Wynshaw-Boris y Gambello, 2001; Roberts y col.,
2013). En base a esto, las alteraciones presentes en cerebros lisencefalicos han sido
achacadas a errores en la regulacion de LIS1 sobre Dineina (Wynshaw-Boris y Gambello,
2001). Por otro lado, existen evidencias de que el nivel fisioldgico de PAF juega un papel
importante en del desarrollo y funcioén del SNC. Se ha demostrado tanto in vitro como in
vivo que PAF presenta una actividad regulatoria sobre la migracion neuronal (Bix y Clark,
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1998) y que esta puede ser debida a un efecto sobre la estabilidad de los microtiibulos
(Gopal y col., 2009). Ademas, PAF puede actuar como modulador de sinapsis excitatorias

durante la formacion de potenciacion a largo plazo (LTP. Clark y col., 1992).

3.3. Aprovechando las semejanzas: modelos animales para el estudio

de LISI.

Un paso importante en el estudio de la funcion de LIS1 y su implicacion patoldgica ha
sido la creacion de distintos modelos animales. En 1998 Hirotsune y colaboradores
desarrollaron el primer modelo experimental en raton para el estudio de la proteina LIS1.
Este animal carece de uno de los alelos que codifica para LIS1 provocando una reduccion
en la expresion de esta proteina de alrededor de un 50%. En este mismo trabajo se mostro
que el desarrollo normal de la neocorteza e hipocampo son sensibles a la reduccion de la
dosis de LIS1, viéndose claramente afectada la migracion neuronal. Gambello y
colaboradores en el afo 2003, empleando el mismo modelo determinaron que la
reduccion de la expresion de LIS1 produce efectos drésticos en el desarrollo cortical,
presentando una alteracion severa de la migracion neuronal, una disminucion clara de la
proliferacion en la zona ventricular asi como un incremento significativo de muerte
celular. Poco después fue demostrado que dicha reduccion en la expresion de LISI
conlleva una alteraciéon de la migracion de interneuronas desde zonas subpaliales
(eminencia ganglionar) hasta la zonas paliales (McManus y col., 2004). En el mismo
modelo también se ha determinado recientemente mediante experimentos in vivo una
alteracion en el proceso de formacion y refinado de filopodios y de espinas dendriticas
por parte de neuronas piramidales de la capa V de la corteza somatosensorial de ratones
de entre 2 y 3 semanas postnatales (Sudarov y col., 2013). Por tltimo se determiné la
relacion entre la falta de LIS1 y distintas alteraciones conductuales, como una pérdida en
la capacidad de aprendizaje y formacion de memoria, y también de habilidades motoras

y sociales (Paylor y col., 1999; Sudarov y col., 2013).

Durante la primera década de del siglo XXI se descubrio la directa relacion entre
elementos gendmicos conocidos como Copias de Numero Variable (CNV) y ciertas
alteraciones neuroldgicas (Walsh y col., 2008). Las CNV son repeticiones anomalas del
propio genoma que quedan insertadas en este y que contienen la secuencia nucleotidica
necesaria para la expresion de uno o mas genes modificando la dosis génica de estos y

que estan estrechamente relacionadas con diversas patologias en humanos (McCarroll y
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Altshuler 2007). En 2009 se public6 un estudio en el que se describia la presencia de CNV
que poseian la secuencia del gen PAFAHI1BI y/u otros genes de la LCR, presentando un
incremento de dosis proteica (Bi y col., 2009). En el estudio se describia una serie de
alteraciones en el SNC que en cierta forma diferian de las clasicamente descritas en
enfermos de lisencefalia. En general, las duplicaciones aisladas del gen PAFAHI1BI
descritas conllevaban una alteracion generalizada del desarrollo, tanto en el SNC como
en el resto de 6rganos. No presentaban el cerebro tipico lisencefélico, sino microcefalia,
y una consecuente alteracion cognitiva. Dicho estudio se complementaba con la
descripcion fenotipica de un nuevo modelo animal en ratén en el cual se caracterizaba por
una sobreexpresion de LIS1. Estos animales presentaban una tamafio reducido del
cerebro, de forma semejante lo observado en pacientes, debido a una alteracion en la
migracion neuronal radial y tangencial. Ademas, también se determiné que la
sobrexpresion de LIS1 tenia como consecuencia una clara alteracion en el establecimiento
de la polaridad celular en el neuroepitelio de la zona ventricular (nicho de los precursores

de las futuras neuronas del neocortex).

3.4. Nuevas perspectivas patologicas para LIS 1.

Aunque las alteraciones en LIS1 se han asociado cldsicamente con enfermedades
drasticas como lo son la Lisencefalia tipo 1 y el sindrome de Miller-Dieker, durante la
ultima década se ha venido sugiriendo que alteraciones en dicha proteina podrian
subyacer en otro tipo de patologias y alteraciones cognitivas menos severas pero de mayor
relevancia social por su impacto socioeconomico, como por ejemplo la esquizofrenia,
trastorno bipolar o retraso mental (Reiner y Sapir 2006). De hecho, desde hace algin
tiempo este tipo de enfermedades se estdn relacionando con defectos en el desarrollo
cortical (Reiner y Sapir 2006; Walsh y col., 2008), en el que LIS1 juega un papel crucial.

Esto queda fundamentado por dos tipos de evidencias que se exponen a continuacion.

En primer lugar, algunos de los defectos asociados a alteraciones en LIS1 son también
rasgos identificativos de distintos trastornos mentales. Por ejemplo, se ha observado una
alteracion en la migracion de neuronas positivas para el marcador parvalbumina en la
corteza cingular anterior en pacientes de esquizofrenia (Kalus y col., 1997). También en
enfermos de autismo se ha descrito una alteracion en la migracion neuronal acompafiada
de un defecto en la proliferacion (Wegiel y col., 2010). En segundo lugar, se sabe que
varias proteinas muy relacionadas con LIS1 juegan un papel importante en el desarrollo
de este tipo de enfermedades. Por ejemplo, se ha detectado la alteracion en el gen que
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codifica para la subunidad catalitica Alphal de la PAF-AH, cuya actividad est4 regulada
por LIS1, en pacientes con retraso mental (Nothwang y col., 2001). Por otro lado, se ha
detectado una clara disminucion de la presencia de Reelina, proteina que activa una via
de sefializacion durante el proceso de migracion neuronal en el que participa LIS1, en
cerebros de enfermos de esquizofrenia y trastorno bipolar analizados postmortem
(Impagnatiello y col., 1998; Guidotti y col., 2000). Alteraciones en DISC1 (Disrupted in
Schizophrenia 1), proteina que interacciona con LIS1 (Brandon y col., 2004) formando
un complejo proteico implicado en distintas funciones celulares, ha sido ampliamente
relacionada con esquizofrenia y otros trastornos psiquiatricos (Millar y col., 2000; Yates
2012). Ademas en sendos estudios publicados en la década pasada se describen
alteraciones en distintos genes en la LCR en enfermos de esquizofrenia y trastorno
bipolar, entre los que se encuentra el receptor de PAF (Tabarés-Seisdedos, 2006; Tabarés-
Seisdedos, 2008). Por todo esto no es descabellado plantear que alteraciones en LIS1

puedan subyacer a distintas patologias mentales menos severas que la esquizofrenia.

Sin embargo, como se ha mencionado antes, la mayoria de alteraciones genéticas
descritas en pacientes no suponen una pérdida completa de un alelo y una consecuente
disminucion de los niveles de expresion, sino mutaciones puntuales o deleciones parciales
que pueden incluso implicar mas de un gen (Dobyns y col., 1993; Reiner y col., 1993;
Reiner y col., 2002), lo cual puede suponer una situacion mucho mas compleja. En el afio
2001 fue publicado otro modelo experimental en raton, el cual presenta en uno de los
alelos del gen que codifica para LIS una delecioén del primer ex6n, mimetizando una
mutacion descrita en un paciente de lisencefalia de fenotipo no muy severo (Cahana y
col., 2001). Esta mutacioén supone la pérdida por completo del dominio LisH, que media
la homodimerizacion de LIS1, su forma funcional. Se determind que esta mutacion
provoca una alteracion en la formacion de la placa cortical durante el desarrollo temprano,
una cierta alteracion morfologica de la glia radial asi como un retraso en la formacion de
la proyeccion talamocortical. En estudios posteriores también se observé un retraso en el
desarrollo de la proyeccion septohipocampal (Garcia-Lopez y col., 2015) asi como un
retraso en el intercambio de subunidades de los receptores de GABAA en neuronas
piramidales de la corteza parietal, produciendo en estas una reduccion tanto en la amplitud
como en la frecuencia de los IPSP (potenciales inhibitorios postsinapticos (Valdés y col.,

2007).
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Casi veinte anos después del desarrollo del primer modelo experimental para el estudio
de la proteina LIS1 se ha acumulado una importante informacion sobre su estructura, su
interaccion con otras proteinas para la formacion de complejos proteicos y la
participacion de estos en diversos procesos celulares. También se han investigado las
consecuencias de la disminuciéon de su expresion sobre la morfologia y funcion del
hipocampo (Jones y Baraban 2007; Jones y Baraban 2009; Greenwood y col., 2009; Hunt
y col., 2012) y en menor medida sobre el desarrollo cortical (Cahana y col., 2001;
Gambello y col., 2003; McManus y col., 2004). Sin embargo el conocimiento sobre como
podrian afectar a la fisiologia de la corteza se encuentra muy pobremente estudiado. El
estudio de la fisiologia de la corteza es fundamental ya que esta es el substrato de los
distintos procesos cognitivos. Por otro lado, existen ciertas evidencias, como se ha
descrito antes, de que alteraciones en LIS1 podrian subyacer en patologias menos
drasticas a la lisencefalia, como por ejemplo esquizofrenia, trastorno bipolar o retraso
mental, las cuales se caracterizan por presentar anomalias cognitivas caracteristicas. Por
tanto, estudiar si alteraciones en LIS1 pueden producir fenotipos similares a los descritos

en este tipo de patologias puede abrir una nueva via hacia su mejor comprension.

Para este cometido decidimos emplear como modelo de estudio el raton Lis//sLis ! el cual
presenta una delecion en el primer exon de uno de los dos alelos del gen que codifica para
dicha proteina, una situacion representativa del tipo de alteraciones descritas en pacientes.
Para el estudio de posibles alteraciones en el funcionamiento de la corteza cerebral de

dicho modelo experimental decidimos realizar dos tipos de aproximaciones.

En primer lugar se decidi6 realizar un estudio de las propiedades de la actividad
sincronica epileptiforme (ASE) generada por el bloqueo de GABA4 a lo largo de la
corteza cingular tanto en animales control como en animales Lis//sLisI. En estas
condiciones la ASE surge como fruto del disparo coordinado y repetido de potenciales de
accion por parte de una poblacion neuronal determinada, lo cual genera una situacion de
excitabilidad que tiende a propagarse rapidamente a lo largo de la corteza a través de
conexiones excitadoras lo que permite el estudio de los mecanismos que subyacen a la
sincronizacion neuronal y como esta puede transmitirse a lo largo de la corteza (Gutnick
y col., 1982; Connors y col., 1984; Castro-Alamancos 2000). Asi pues, estudiando las
propiedades de la ASE en la corteza del raton Lisi/sLis1, podremos obtener informacion
sobre como una carencia en la proteina LIS1 puede afectar el funcionamiento de dichos

circuitos corticales. Por otro lado, el estudio de la ASE generada por antagonistas de
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GABAA, ha sido empleado desde hace décadas como modelo de epilepsia debido a sus
semejanzas con los crisis epilépticas descritas en pacientes (aparicion de ASE de forma
espontanea, rapida propagacion a lo largo de la corteza y posterior aparicion de diversos
dafios tisulares asociados a esta (Soderfeldt y col., 1983). Debido a que la epilepsia es
uno de los sintomas mas caracteristicos en pacientes que presentan alteraciones en LIS1
(Dobyns y col., 1993), el estudio de la ASE en la corteza del raton Lisi/sLisI podria

desvelar informacion sobre las propiedades del circuito local durante este tipo de eventos.

Desde hace décadas se ha relacionado la aparicion de distintas enfermedades psiquiatricas
con alteraciones funcionales en el sistema inhibitorio cortical (Goldman-Rakic y Selemon
1997). Este tipo de enfermedades mentales se ha relacionado tanto con anomalias en la
distribucion de distintos tipos de interneuronas en la corteza (Guidotti y col., 2000; Woo
y col., 2008) como con la alteracion de distintos patrones de actividad cortical (Basar y
Giintekin 2008) estrechamente ligados a la actividad de dichas interneuronas. Por tanto
un estudio de las propiedades electrofisiologicas de las interneuronas y de patrones de
actividad cortical estrechamente relacionados a estas en la corteza del raton Lis!/sLisl
podria revelarnos informacion sobre si alteraciones en LIS1 conllevan consecuencias

funcionales semejantes a las asociadas en distintos trastornos psiquiatricos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Diversas evidencias sugieren que alteraciones en el desarrollo cortical asociadas a una
disfuncion de la proteina LIS1 podrian subyacer en diversas patologias psiquiatricas
menos drasticas a la lisencefalia, como por ejemplo esquizofrenia, trastorno bipolar o
retraso mental. Pacientes de este tipo de trastornos presentan patrones andomalos de
actividad cortical. Investigar si en la corteza del raton Lisl/sLisl existen patrones de
actividad eléctrica andmalos semejantes a los observados en dichas patologias, ofreceria
una nueva perspectiva de la patofisiologia asociada a alteraciones en LIS1, hasta ahora
mayoritariamente relacionada con la lisencefalia, y una nueva via para la mejor
comprension de diversos trastornos mentales. Un paso previo para determinar si el raton
Lis1/sLis1 puede ser un modelo util de otras enfermedades distintas de la Lisencefalia es
caracterizar las alteraciones electrofisiologicas que presenta la corteza cerebral en este

animal; para ello planteamos los siguientes objetivos:

1) Estudio de las propiedades y de la propagacion de la actividad
sincronica epileptiforme (ASE) en la corteza cingular del

raton Lisl/sLis].

2) Estudio de las propiedades electrofisiologicas de las
interneuronas gabaérgicas de tipo Fast-Spiking en la corteza

motora primaria del raton Lisi/sLis].

3) Estudio de la actividad eléctrica de la corteza motora del raton

Lisl/sLisl.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lineas transgénicas.

1.1. Linea Lisl/sLisl

Esta linea transgénica, creada usando la cepa ICR, fue descrita por Cahanay col., en 2001
presenta una delecion en el primer exon del gen que codifica para la proteina LIS1. Como
consecuencia se produce la coexpresion de dos versiones de la proteina, una de ellas no
presenta el primer exon el cual codifica para el dominio que media la homodimerizacion.
Esto hace que la proteina no forme homodimeros, que es la version funcional, pero por
otro lado si que es capaz de interaccionar con las proteinas diana. Esto conlleva distintos
defectos sobre el desarrollo, como por ejemplo el retraso y alteracion en la formacion
placa cortical, una anomalia en la morfologia de la glia radial y neuronas piramidales asi
como el retraso en la formacion de la proyeccion talamocortical (Cahana y col., 2001). A
nivel funcional se determinaron diversas alteraciones de las corrientes excitadoras

inhibitorias en neuronas piramidales de corteza (Valdés-Sanchez y col., 2007).

Los animales empleados para el desarrollo de esta tesis pertenecian a estadios postnatales,
frutos del cruce de un macho heterocigoto y una hembra ICR de fuera de la linea. Para
los distintos experimentos se emplearon animales control o WT (WT; que no presentaban
la mutacién) y hermanos de camada heterocigotos para la mutacion descrita
anteriormente (LisI/sLisl). Para los registros realizados en la primera seccion de
resultados se emplearon animales de entre 14 y 16 dias postnatales. Para experimentos in
vivo descritos en la tercera seccion de resultados los animales empleados fueron

postnatales adultos de entre 3 y 6 meses.

1.2. Lisl/sLisl x GAD67-GFP
Esta linea fue obtenida del cruce de macho GAD67-GFP x hembra LisI/sLisl con el
objetivo de facilitar la localizacion de interneuronas en la corteza de animales LisI/sLis],
y asi facilitar la obtencion de registros descrita en la segunda seccion de resultados. La
linea GAD67-GFP es un knock-in al que se la ha insertado el gen que codifica para la

proteina verde fluorescente (GFP), realizado mediante el sistema “gene targeting” y que
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expresa GFP bajo el promotor del gen que codifica para la proteina GAD67 (como se

describe en Tamamaki y col., 2003). Esta linea esta desarrollada en la cepa C57BL/6.

Los animales de esta linea empleados para la realizacion de los registros descritos en la
segunda seccion de resultados. Se emplearon ratones postnatales de entre 28 y 32 dias,
machos, tanto WT como heterocigotos, hermanos de camada y frutos de un mismo cruce
(hembra heterocigota de la linea Lis//sLis/ con macho positivo para GFP de la linea

GADG67-GFP).

Todos los animales fueron mantenidos, manipulados y sacrificados de acuerdo con la
legislacion y politica nacional e internacional vigente (Directiva espanola “Real Decreto
1201/2005”; European Community Council Directive 2010/63EU). Todos los
procedimientos y protocolos realizados en esta tesis fueron aprobados por el Organo

Evaluador de Proyectos de la Universidad Miguel Herndndez.

2. Genotipado de las lineas transgénicas.

Para la distincion entre animales WT y heterocigotos para la mutacion en el gen que
codifica la proteina LIS1 se requirio6 el genotipado mediante la técnica de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Para ello empleamos una pareja de cebadores que
amplifican una region del genoma presente en el animal Lis//sLis] y ausente en el animal
WT y que tiene una longitud de unas 1800 pares de bases. El genotipado para saber si
eran WT o heterocigoto para el alelo GAD67-GFP se realizé exponiendo a los individuos
recién nacidos a una transiluminador de luz UV, permitiendo distinguir aquellos de

genotipo WT y heterocigotos.

2.1. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de una muestra de tejido obtenida de la oreja de
cada animal (tejido restante tras el marcaje de cada individuo). Para ellos se llevo a cabo
una lisis alcalina del tejido, para lo cual se introdujo cada pequena porciéon de tejido en
un tubo eppendorf de 1,5ml y se anadio 200ul de NaOH 50Mm y se dejo durante lh y
15’ (aproximadamente) a 98° y en ligera agitacion. Después de este tiempo se afiadié 30
pl de tampon Tris 1mM (pH7), se mezclo bien con el lisado y después se centrifugd

durante 8 minutos a 13,200 r.p.m.
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2.2.  Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).
Para cada reaccion de PCR se empled 1pl del sobrenadante del extracto obtenido como
anteriormente se ha descrito. En él se encuentra diluido el ADN genémico que
emplearemos como molde para la PCR. Ademas se emplearon 13ul de Ready Mix,
Thermo scientific, USA, (0,0045 unidades de Taq Polymerase ThermoPrime, 75mM
Tris-HCI1 -pH 8.8 a 25°C-, 20mM (NH4)2S04, 2.0mM MgCl2, 0.01% (v/v) Tween20,
0.2mM cada of dATP, dCTP, dGTP y dTTP, “precipitant” y marcador rojo para
electroforesis) y 1ul del stock SuM de primers (Mlisl 3’ sequence 5 GGT GGC AGT
GTT GAG ATG CCT AGC C 3’; Mlis1 5’ sequence 5° GCA TTC CTG TAA TCC AGT
ACC TGG 3’). Programa de PCR empleado: un primer paso de desnaturalizacion a 94°C
durante 5°, en segundo Iugar 35 ciclos (94°C 40’’Desnaturalizacion 60°C
45°’Hibridacion primers 72°C 3’ Polimerizacién) y por ultimo una polimerizacion a
72°C 10°. El termociclador empleado fue un Mastercycler DNA Enginer (Eppendorf,

Germany).

2.3. Electroforesis DNA.

Para la visualizacion del fragmento de DNA amplificado (solo se amplifica un fragmento
del genoma de los animales heterocigotos) después de la PCR realizamos una
electroforesis en gel de agarosa al 1°5% p/v diluida en tampdn de electroforesis TAE
(0.04M Tris-Acetate 0.001M de EDTA). Antes de que empiece a polimerizar la agarosa
afiadimos 10ul de Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich, USA) por cada 50ml de TAE. El
Bromuro de Etidio tiene la propiedad de intercalarse en el ADN y emitir florescencia
cuando es excitado con luz ultravioleta. El gel lo introducimos en una cubeta de
electroforesis donde cargamos todas nuestras muestras. Para tener una referencia en la
que basarnos para saber el tamafio del fragmento amplificado cargamos 4ul de marcador
de tamafio de banda (GenRuler™ 1kb Leadder, Fermentas, USA). La cubeta posee dos
bornes que se conectan a una fuente de alimentacionA continuacidon se muestra una

imagen representativa del resultado de la electroforesis para un grupo de muestras.
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3. Registros electrofisiologicos in vitro en rodajas coronales de
cerebro de raton.

3.1. Preparacion de rodajas para registro electrofisiologico “in vitro”.
El procedimiento de disecado del cerebro y preparacion de rodajas coronales que
conservasen el cuerpo calloso fue el realizado de forma habitual en nuestro laboratorio
(Troca y Geijo, 2010; Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). Para cada animal que fue
sacrificado (por dislocacion cervical), el cerebro fue disecado rapidamente, proceso
durante el cual se vertidé frecuentemente sobre la superficie de este solucion de corte
(composicion en mM: NaCl, 124; KCl, 2.5; PO4sH;Na, 1.25; Mg Cly, 2.5; Ca Clp, 0.5;
NaCOsH, 26; glucosa, 10). Debido a su composicion (bajo calcio y alto magnesio) y
temperatura (2°-4°), ayuda a ralentizar la degradacion del tejido, como por ejemplo la
muerte celular por citotoxicidad inducida por la liberaciéon masiva de glutamato. Esta
solucidn necesita ser saturada con CO, mediante un burbujeo constante con carbdgeno
(5%CO0O; + 95%0,), para llevarla a pH 7.4. Para la extraccion del cerebro se corto el
craneo por su sutura medial de caudal a rostral tras lo que empleando una gubia se
retiraron ambos huesos. Tras esto se empled una espatula para extraer el cerebro para lo
que se requirio la seccion de varios pares craneales. Una vez disecado se elimind la zona
mas caudal (topograficamente hablando) lo que gener6 una superficie de apoyo para su
pegado (con cyanolit) en sobre el porta muestras del vibratomo (Leica VT1000S). Los
reglajes empleados normalmente fueron 0.125mm/s de velocidad de avance de la cuchilla
y entre 8 y 9 Hz de frecuencia de corte de esta. Tras esto se obtuvieron rodajas coronales
de 350 pum, seleccionando aquellas en las que se la proyeccion callosa atravesaba la linea
media. Se incubo las rodajas durante 30’ a 34° y después 45°- 60’ a RT antes de iniciar
los registros electrofisioldgicos en solucion extracelular de registro saturada con
carbogeno para fijar el pH en 7.4. Este tipo de preparacion puede hacer el tejido se
mantenga en Optimas condiciones durante muchas horas, lo que nos permite una amplia

ventana temporal de registro.
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3.2.  Soluciones extracelulares.
Solucién extracelular modificada con alto K' y bajo Ca'", empleada en el primer apartado
de resultados (composicion en mM: NaCl, 124; KCIL, 5; POsH,Na, 1.25; MgCl,, 1; CaCl,,
1.2; NaCO;H, 26; glucosa, 10; pH 7.4 cuando es saturada con 95% O, and 5% CO,).

Solucion extracelular estandar, empleada en registros in vitro del segundo apartado de
resultados (composicion en mM: NaCl, 124; KCl, 2.5; PO4H;Na, 1.25; MgCl,, 1; CaCly,
2; NaCOs3H, 26; glucosa, 10; pH 7.4 cuando es saturada con 95% O, and 5% CO,).

3.3. Equipo para registros electrofisiologicos en rodajas.
El equipo para registros in vitro estd formado por un microscopio (Olympus BX50WI)
equipado con una fuente de fluorescencia, Optica Nomarski, iluminaciéon mediante
infrarrojos y objetivos 4x y 40x (este ultimo de inmersion en agua), el cual reposa sobre
una mesa anti-vibracion (Technical Manufacturing Corporation, Peabody, MA 01960
USA). El microscopio lleva montada una cdmara digital (Hamamatsu — ORCA) que
permite la visualizacion de las rodajas y la identificacion de las neuronas previamente al
registro; ademas, el sistema de fluorescencia permite la identificacion de neuronas
GABA¢érgicas en las rodajas de animales Lisl/sLis/-GAD67-GFP. El amplificador
empleado es un Multiclamp 700B (Axon Instruments, Molecular Devices, USA)
equipado con dos canales de registro y como convertidor analégico-digital se us6 una
Digidata 1200B o una Digidata 1322A (Axon Instruments, Molecular Devices, USA) de
16 bit de resolucion. Cada canal de registro esta formado por un preamplificador (Axon
instruments CV-7B). Ambos preamplificadores estuvieron montados sobre
micromanopuladores, uno de ellos mecanico manual (MX100R) y el otro de precision
motorizado (Sutter instruments MP-225). La adquisicién de registros, la generacion de
estimulos y el analisis “off line” de los registros se hizo con el software pClamp v9 6 v10
(Axon Instruments, Molecular Devices, USA). Los estimulos eléctricos utilizados para la
estimulacion extracelular se aplicaron mediante un Stimulus Isolator A360-C (World
Precision Instruments, USA). La perfusion de las distintas soluciones se realizé con un
flujo de 4ml/min, el cual estaba controlado por un sistema de electrovalvulas. Ademas la
temperatura de registro se mantuvo a 33° durante todos los experimentos en rodajas
gracias a un sistema de control de temperaturas TC-344B (Warner Instruments

Corporation, USA).
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3.4. Registros electrofisiologicos en rodajas y cuantificacion de

pardmetros.

Todos los registros electrofisioldgicos se adquirieron a una frecuencia de muestreo de 20
KHz y utilizando un filtro de paso bajo de 4 KHz de frecuencia de corte. Los registros
extracelulares de potenciales de campo se realizaron con electrodos de “patch” estirados
a partir de capilares de vidrio con filamento de borosilicato de 1.5 mm de didmetro
externo y 0.86 mm y rellenos de solucion extracelular. La latencia de las respuestas
evocadas se calculd desde el inicio del artefacto de estimulo hasta el 10% de la amplitud
maxima de la respuesta. La cuantificacion de la frecuencia de las post-descargas se realizd
en el periodo de registro donde estas postdescargas aparecen de forma constante y
regular.

Los registros intracelulares se obtuvieron mediante electrodos de “patch” en la
configuracion de “whole cell”; los electrodos se estiraron a partir de capilares de vidrio
con filamento de borosilicato de 1.5 mm de diametro externo y 0.86 mm de diametro
interno y tenian entre 3.5 — 8 MOhms rellenos con solucion intracelular (composicion en
mM: 130 mM gluconato potésico, 5 mM KCI, 5SmM NaCl, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES,
2 mM Mg-ATP, 0.2 mM Na-GTP; pH 7.2 ajustado con KOH; 285-295 mOsm). En los
registros de potencial de membrana obtenidos en el modo “current-clamp” se utilizaron
protocolos de pulsos de corriente rectangulares hiperpolarizantes y despolarizantes (con
incrementos de 30pA desde -200pA) para asi obtener la relacion corriente-voltaje de la
célula. En base a las respuestas a este protocolo, se calcularon las distintas propiedades
intrinsecas de las neuronas registradas. En primer lugar, la resistencia de membrana (Rm)
y la constante de tiempo de la membrana (tm) se calcularon a partir de la respuesta al
pulso hiperpolarizante de menor amplitud. Por otro lado, las propiedades del potencial de
accion (AP) se calcularon a partir del primer AP evocado por pulsos despolarizantes. En
primer lugar se midi6 el umbral de disparo del AP como el punto en el cambia
bruscamente la pendiente al inicio del AP. La amplitud del AP se midi6 desde el umbral
hasta el pico. La duracion del AP se midi6 al 50% de su amplitud. La amplitud de la post-
hiperpolarizacion del AP se midié desde del umbral del AP. El tiempo de caida al 50%
de la post-hiperpolarizacion se midid6 como el tiempo transcurrido desde el pico de la

AHP hasta alcanzar un 505 de la amplitud.
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Por ultimo, en el segundo apartado de resultados, se realizaron registros de corriente de
membrana en modo voltage-clamp, estudiar las corrientes excitadoras post-sindpticas
espontaneas (SEPSC). Estas corrientes se registraron a un potencial de membrana de -70
mV (valor aproximado del potencial de equilibrio de Cl- para las concentraciones para
este ion en la solucidn extracelular estandar e intracelular). Tanto la deteccion de sEPSCs
eventos como el célculo de su amplitud (medida desde la base al pico) se hicieron de
forma automética empleando el software WinEDR (Strathclyde Electrophysiological
Software, Dr. John Dempster, Strathclyde University, UK).

4. Registros de potenciales de campo locales (LFP) in vivo.

Para estos experimentos los animales fueron anestesiados empleando para ello una dosis
de Uretano de 1.6mg/g de peso (diluido en salino) aplicada mediante inyeccion
intraperitoneal. Una vez que el animal no respondia a varios estimulos reflejos se
considerd que este estaba anestesiado adecuadamente. Durante todo el experimento el
animal se mantuvo a una temperatura constante de 37° empleando para ello un colchon
calentador. Después de esto y previo paso a la cirugia se aplicé una dosis de Bupivacaina
0.5 v/v en salino mediante inyeccion subcutdnea. Seguidamente se dispuso al animal en
un estereotaxico y se procedio a la cirugia. Se realizaron dos trépanos mediante el uso de
una broca manual. Los trépanos estaban situados uno en cada hemisferio y en zonas
homotopicas sobre la corteza motora primara. Las coordenadas escogidas fueron: +1.5
mm en el eje anteroposterior, +1.5 mm en el eje lateromedial y 1.2-1.5 mm en el eje
dorsoventral respecto el punto bregma (Paxinos y Franklin 2001). Siguiendo estas
coordenadas en las tres dimensiones del espacio se introdujo una sonda multicanal de
silicio (Neuronexus Technologies, Michigan, USA) con 32 electrodos de registro
separados por 50um en cada hemisferio cortical. Estos electrodos multi-canal permiten
registrar en 32 puntos a lo largo del grosor de la corteza. Antes de introducir el electrodo
se impregna este en Dil, lo cual nos permitird una verificacion postmortem de la
localizacion del electrodo. Para esto, después del experimento se perfundieron los
animales con paraformaldehido (PFA) al 4% peso/volumen en solucion salina, se
extrajeron los cerebros y se realiz6 un post-fijado de 24h en la misma disolucion. Una vez
post-fijados, se hicieron cortes coronales de 50um al vibratomo, estos se tifieron con
DAPI (10pg/ml; Sigma-Aldrich). La adquisicion de sefiales electrofisioldgicas se realizo
de forma continua a una frecuencia de muestreo de 20kHz empleando para ello el

software Mc_Rack y se empled un amplificador-digitalizador ME64-PGA-MPA-System
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(Multichannel Systems, Reutlingen, Germany). Después se redujo la frecuencia de
adquisicion de cada sefial a 2.5kHz y se aplico un filtro tipo Notch a 50 y 100Hz y un
filtro pasa altos de 0.5Hz. Posteriormente se selecciond un electrodo representativo de
capa 2/3, capa 5 y capa 6 teniendo en cuenta la distancia recorrida en el eje Z por el
electrodo, el andlisis post mortem de la localizacion del electrodo y el registro
electrofisiologico. La situacion de estos canales de registros seleccionados respecto a la
superficie pial fue de aproximadamente 250pm en capa 2/3, 650um en capa 5y 1150 en
capab6. Posteriormente se realizaron los célculos de potencia y de coherencia empleando
para ello algoritmos basados en cddigo MatLab (Mathworks, MA, USA). La potencia se
obtuvo empleando la Transformada de Fourier y la coherencia mediante el periodograma

de Welch.

Para el andlisis de potencia se emplearon las siguientes bandas de frecuencia: delta, 0.5-
4Hz; alfa, 8-13Hz; beta, 13-30Hz; Gamma, 30-100Hz. Los célculos de potencia se
realizaron empleando la transformada de Fourier a nuestra sefial. Una vez calculada la
potencia en las distintas bandas de frecuencia establecidas, estos se normalizaron en cada
caso (por experimento y capa) respecto a la potencia de la banda delta. Previamente a la
normalizacién se determind que no existian diferencias significativas en la potencia de
la banda delta entre animales WT y LisI/sLisI en capa 2 (WT=0.01£0.044mV?;
Lis1/sLis1=0.0049£0.0015mV?; p=0.156), capa 5 (WT=0.O6SiO.014mVZ; Lisl/sLis1=
0.046+0.01mV* p=0.427) y capa 6 (WT=0.079+0.014mV? Lisl/sLisl=
0.074+0.018mV?>. p=0.827).

5. Analisis estadistico.

Todos los valores mostrados representan la media+S.E., salvo que se indique lo contrario.
El andlisis estadistico para la comparacion de medias se realizé aplicando el test t-Student,
salvo en los casos en los que la distribucion de la muestra no siguiera una distribucion
normal, en los cuales se empled el test no paramétrico de Mann-Whitney. Para la
comparacion de proporcion de rodajas con presencia de postdescargas presentada en la
seccion primera de resultados se empled el Z-test para proporciones de dos poblaciones.

P-valor indicado como: * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001.
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RESULTADOS

1. Seccion primera. Propagacion y propiedades de la
actividad sincronica epileptiforme (ASE) en la corteza
cingular del raton Lisl/sLisl1.

La actividad sincrénica epileptiforme (ASE) se genera en la corteza cerebral en
condiciones de inhibicion parcial o total de los receptores de GABAA (Connors, 1984).
En estas condiciones, de forma espontdnea o evocada por estimulo eléctrico, se generan
descargas de potenciales de accion de forma sincrdnica en las neuronas corticales que se
propagan a lo largo de la corteza cerebral. La propagacion de estas descargas depende de
las interconexiones formadas por las neuronas piramidales y su estudio es una forma de

evaluar la presencia de alteraciones en el circuito cortical en el raton LisI/sLis].

El estudio de la propagacion de ASE se realiz6 en la corteza cingular de raton (Figura
R1.1), concretamente en la capa 2/3. Para ello se usaron rodajas coronales en las que se
conservan intactas gran parte de las fibras del cuerpo calloso, lo que permite el estudio de
la propagacion de este tipo de actividad a lo largo de la corteza cerebral de un hemisferio
y la propagacion entre hemisferios a través del cuerpo calloso. Hemos estudiado la
propagacion de ASE en la capa 2/3 de la corteza cingular, concretamente en la corteza
cingular anterior (ACC; areas de Brodmann 24b y 24a; Vogt y Paxinos, 2012) y la corteza
retrosplenial (RSC; areas de Brodmann a30 and a29c; Vogt y Paxinos, 2012). Estas dos
regiones tienen distinta organizacion citoarquitectonica y estan involucradas en distintos
procesos cognitivos (Vann y col., 2009; Vogt y Paxinos, 2012: Shenhav y col., 2013).
Para este estudio, se prepararon rodajas coronales pertenecientes a dichas zonas como se
muestra en la figura R1.1. Para la ACC se utilizaron rodajas situadas entre 0.2 y 1.1 mm
respecto a Bregma y para la RSC se utilizaron rodajas situadas entre -1 y -2.5 mm respecto
a Bregma; en ambos casos la referencia utilizada fue el atlas de cerebro de raton The

Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos y Franklin, 2001).
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Figura R1.1. Corteza cingular del raton. En la parte superior se muestra un esquema
sagital en el que se representan las distintas areas que componen la corteza cingular en
raton a lo largo del eje anteroposterior, con sus posiciones referenciadas al punto Bregma
(esquema modificado de Vogt y Paxinos, 2012). En rosa se presenta la corteza cingular
anterior (ACC), con sus dos subdivisiones, una dorsal o ACC primaria y una ACC ventral
o secundaria. En morado se representa la porcion medial de la corteza cingular. En gris
se representa la corteza retrosplenial (RSC) también dividida en una zona dorsal o
agranular (aRSC) y una ventral o granular (gRSC). En la parte inferior se muestran los
esquemas de una rodaja coronal tipo perteneciente a los intervalos estudiados de corteza
cingular anterior y de corteza retrosplenial, en los que se muestran también las areas
pertenecientes a corteza cingular. En el caso de la corteza cingular anterior se muestra el
limite entre la ACC (4reas 24a y b) y la corteza motora y en el caso de la RSC se muestra
el limite entre la region ventral (granular, 4area 29) y dorsal (agranular, area 30).
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Para evocar ASE se perfundieron rodajas coronales procedentes de ratones de entre 14 y
16 dias postnatales con Bicuculina 10uM, concentracion a la que las propiedades de este
tipo de actividad se mantienen constantes (Alefeld y col., 1998), disuelta en solucién
extracelular modificada (con 5mM K, 1.2mM Ca®"). En estas condiciones aparecen
descargas epileptiformes, tanto espontdneamente como evocadas por estimulos eléctrico
aplicados a la capa 1 (Figura R1.2). En el caso de las descargas epileptiformes evocadas
por estimulo eléctrico, éstas se propagan a lo largo de la corteza cerebral desde el punto
de estimulacion, propagdndose también al hemisferio contralateral respecto al estimulo a
través del cuerpo calloso (Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). En la Figura R1.2A se
muestra un esquema que representa una rodaja coronal, con la localizacion del electrodo
de estimulo y la posicion de distintas zonas de registro extracelular en la capa 2/3. En la
Figura R1.2B, C y D se muestran varios ejemplos de descargas epileptiformes,
espontdneas o evocadas por estimulo eléctrico, registradas mediante electrodos de
registro extracelular situados a 1.2 mm del electrodo de estimulo. Para evocar descargas
epileptiformes se utilizaron estimulos eléctricos (pulsos de corriente) de 0.1 ms de
duracién aplicados a intervalos de 30 segundos; la intensidad del puso se ajust6 en cada

rodaja a un valor doble de la intensidad umbral.

Tras el estimulo eléctrico (indicado en cada caso por la flecha negra en la Figura R1.2),
se evoca un componente o descarga inicial de potencial negativo y de amplitud variable,
que va desde unas décimas a pocos mV (0.5-2 mayoritariamente) y de una duracion
habitual en el rango de decenas de milisegundo. Esta descarga inicial puede verse
acompafiada de una serie de postdescargas de nimero variable (desde dos o tres hasta
superar ampliamente la decena) de amplitud y duracidon usualmente menor a la descarga
inicial (Figura R1.2B). En cuanto a la actividad sincrona espontanea (Figura R1.2.C),
posee unas caracteristicas muy similares a la evocada por estimulo eléctrico en términos
de amplitud y duracion, tanto de la descarga inicial como de las postdescargas. En la
Figura R1.2D se muestran dos registros realizados a 1.2mm del electrodo de estimulo de
dos rodajas distintas en los que queda reflejado la variabilidad en la frecuencia de

aparicion y duracion de la actividad espontdnea.
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Figura R1.2. Propiedades de la ASE. A) Esquema del modelo experimental empleado
en el que se muestra area de corteza cingular de una rodaja coronal, el electrodo de
estimulo situado en capa I a la altura del cingulo y las distintas posiciones de registro
extracelular en la capa 2/3 del hemisferio ipsilateral al estimulo, separadas 0.4mm entre
si y con un electrodo de registro a 1.2mm respecto de la posicion del electrodo de
estimulo. B) Ejemplos de descargas evocadas de distinta duracion y con nimero variable
de postdescargas. La flecha negra sefiala el artefacto de estimulo. C) Ejemplos de registro
de descargas espontaneas de distinta duracion y con numero variable de postdescargas.
D) Ejemplos de registro de 15.5 segundos de duracién en los que se pueden distinguir una
primera descarga evocada (artefacto de estimulo marcado con una flecha) y varias
descargas espontaneas a lo largo del registro.

1.1. Propagacion de ASE a lo largo de la capa 2/3 del hemisferio
ipsilateral al estimulo.

Para estudiar con detalle la propagacion de ASE en la corteza cingular, se establecieron
varias posiciones de registro extracelular separadas entre si 0.4mm desde el electrodo de
estimulo hasta la region mas ventral de la corteza (Figura R1.3A). En cada posicion de
registro se cuantificd la latencia de la ASE evocada por el estimulo aplicado a la capa 1.
En cada rodaja, el valor de la latencia de las respuestas evocadas registradas en cada
posicion se obtuvo de la media de al menos 10 respuestas consecutivas. En las rodajas

mas anteriores las posiciones de registro de 0.4 y 0.8mm respecto al electrodo de estimulo
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no quedan circunscritas a la ACC sino que se encuentran situadas en la corteza motora
secundaria (M2). Aun asi también se cuantificd la latencia en estas posiciones. En la
Figura R1.3B se muestran dos ejemplos de respuestas obtenidas a 1.6 mm del electrodo
de estimulo en un animal WT (trazo negro) y en un animal Lis//sLisl (trazo rojo); se
puede observar claramente la diferencia de latencia en ambos casos. En la Figura R1.3C
se representan los valores promedios de latencia por cada posicion de registro obtenidos
en el hemisferio ipsilateral para las regiones ACC y RSC en animales WT y LisI/sLisl
(lineas y simbolos negros y rojos respectivamente). En la corteza retrosplenial, debido a
que esta region cortical es mas estrecha en sentido dorso — ventral (topograficamente
hablando) que la region cingular anterior, solo se utilizaron 4 posiciones de registro,

también separadas por 0.4 mm (ver Figura R1.4C).
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Figura R1.3. Propagacion de ASE en la capa 2/3 del hemisferio ipsilateral de la
corteza cingular. A) Esquema que representa una rodaja coronal con el electrodo de
estimulo y las posiciones de registro a lo largo de la capa 2/3 del hemisferio ipsilateral.
B) Ejemplo de dos registros obtenidos de un animal WT (trazado negro) y un animal
Lisl/sLisl (trazado rojo) en una misma posicion de registro (1.6mm de la ACC). La
flecha indica el artefacto de estimulo. Las lineas de puntos indican el lugar en el que se
midio la latencia en cada registro, por tanto el intervalo entre éstos representa la diferencia
de latencia entre ambos registros. C) Valores promedio de latencia obtenidos en cada una
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de las posiciones de registro, en animales WT (simbolos negros) y Lisi/sLisI (simbolos
rojos), tanto en la ACC (WT=25 rodajas de 11 ratones; Lisl/sLisI=16 rodajas de 8
ratones) como en la RSC (WT=12 rodajas de 6 ratones; Lis//sLis/=23 rodajas de 9
ratones). Las lineas punteadas representan el ajuste lineal a las latencias; de este ajuste se
ha obtenido la velocidad de propagacion de la ASE. D) Valores de la velocidad de
propagacion de las respuestas epileptiformes a lo largo de la capa 2/3 en animales WT
(barras negras) y Lis1/sLis I (barras rojas); la velocidad de propagacion se calculd en cada
rodaja a partir del ajuste lineal de los valores de latencia de las respuestas registradas en
cada posicion de registro. En las rodajas de ACC: WT=18 rodajas de 8 animales;
Lisl/sLisI=14 rodajas de 8 animales. En las rodajas de RSC: WT=9 rodajas de 5
animales; Lis1/sLis =17 rodajas de 7 animales.

En general, las latencias fueron mayores en los animales Lis//sLis I, incrementandose esta
diferencia a medida que registramos en zonas mas alejadas del electrodo de estimulo. En
la ACC las diferencias de latencia se determinaron estadisticamente diferentes desde 0.8
a 2 mm respecto la posicion de estimulo. Por lo contrario en la region RSC se encontraron
diferentes las latencias a 1.2 y 1.6mm desde la posicion de estimulo. A partir de las
latencias de las respuestas registradas en cada posicion se calculd la velocidad de
propagacion de las descargas epileptiformes a partir del ajuste lineal de los valores de
latencia obtenidos en las distintas posiciones de registro en cada rodaja. En la Figura
R1.3D se presentan los valores promedio de velocidad de propagacion obtenidos para
ambos genotipos en ambas regiones. Las diferencias en la velocidad de propagacion entre
WT (barras negras) y Lisl/sLisl (barras rojas) en ambas regiones se determinaron
estadisticamente significativas. En ambos casos, y en logica coherencia con las
diferencias de latencia, la velocidad de propagacion determinada en rodajas Lis!/sLisl
fue menor que la observada en animales WT. También se compar6 los datos obtenidos en
rodajas WT entre ambas regiones cingulares, siendo la velocidad de propagacion

claramente mayor en la region RSC respecto a la ACC.

1.2. Propagacion de la actividad sincronica epileptiforme al
hemisferio contralateral.

Debido a que en nuestras rodajas coronales se conservan intactos parte de los axones que

forman el cuerpo calloso, las descargas epileptiformes evocadas en un hemisferio por el

estimulo aplicado a la capa 1 se propagan a la capa 2/3 del hemisferio contralateral

(Walker y col., 2012; Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). Para estudiar la propagacion

interhemisférica de ASE en animales WT y Lis//sLis] se midio la latencia de la ASE

evocada en un hemisferio por estimulo en la capa 1 y registradas en el hemisferio
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contralateral. La Figura R1.4A muestra un esquema del experimento: se aplican estimulos
eléctrico en la capa 1 de un hemisferio (igual que en el apartado anterior) y se registraron
las ASE en 5 posiciones de registro situadas en el hemisferio contralateral, en sitios
homotopicos respecto a las utilizadas en el hemisferio ipsilateral. Como en el apartado
anterior, en la RSC solo se utilizaros 4 posiciones de registro por cada rodaja. También,
para cada una de estas posiciones de registro se calculd el valor de latencia promediando
al menos 10 respuestas consecutivas. En las rodajas correspondientes a la region ACC
también se cuantificaron aquellas posiciones correspondientes a la corteza motora
secundaria (M2). En la Figura R1.4B se muestra un ejemplo de las respuestas registradas
en el hemisferio contralateral (posicion: 1.2 mm de la RSC) en una rodaja de un animal
WT (trazado negro) y de un animal Lis//sLis [ (trazado rojo). La latencia de las respuestas
registradas en el hemisferio contralateral se muestran en la Figura R1.4C; se muestra el
promedio de los valores de latencia obtenidos por cada posicion de registro por region
cortical y genotipo (WT, linea y simbolos en negro; Lis//sLisI, linea y simbolos en rojo).
También se incluyen como referencia los valores de latencia del hemisferio ipsilateral
(simbolos y lineas grises; mismos datos que los de la Figura R1.3C). En general, de forma
similar a lo observado para el hemisferio ipsilateral, la latencia de las respuestas
registradas en posiciones homotdpicas contralaterales es mayor en animales Lis//sLis],
aunque las diferencias solo fueron estadisticamente significativas en la region RSC, en
las tres posiciones mas ventrales de registro. Llamativamente, en las zonas mas ventrales
de la RSC los valores de latencia media en animales Lis//sLis] llegaron a ser casi del
doble respecto a los observados en rodajas WT (Figura R1.4C, panel derecho). En la
Figura R1.4D se representa la comparacion de los valores de latencia por posicion de
registro en el lado contralateral entre las regiones ACC y RSC para animales WT (datos
de la Figura R1.4C). De manera similar a lo descrito en el anterior apartado para el lado
ipsilateral, los valores de latencia en la propagacion al hemisferio contralateral se
encontraron en general mayores en la ACC que en la RSC. Por ultimo, a partir de las
latencias de la ASE registradas en los hemisferios ipsi- y contralaterales calculamos el
tiempo de propagacion interhemisférica (TPI) en la RSC, region en la que las latencias
medidas en el lado contralateral fueron estadisticamente significativas en animales
Lisl/sLis1. E1 TPI se calculd, en cada rodaja, como la latencia medida en una posicion de
registro en el hemisferio contralateral menos la latencia de la respuesta registrada en la
posicion homotopica del hemisferio ipsilateral; esta medida se hizo en las posiciones de

0.8 y 1.6mm; la primera de ellas correspondiente a la region dorsal (agranular; aRSC) de
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la RSC vy la segunda a la region ventral (granular; gRSC) de la RSC. La Figura R1.4E
muestra los valores del TPI obtenidos en la aRSC y en la gRSC; como es de esperar por
los datos de latencia de la Figura R1.4C, el tiempo de propagacion interhemisférico se
encontro diferente de forma claramente significativa entre ambos genotipos en ambas

subdivisiones de la RSC.
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Figura R1.4. Propagacion de ASE a zonas homotopicas en capa 2/3 en el hemisferio
contralateral. A) Esquema que representa una rodaja coronal con el electrodo de
estimulo y las posiciones homotopicas de registro a lo largo de la capa 2/3 del hemisferio
contralateral. B) Ejemplo de dos registros obtenidos en el hemisferio contralateral de un
animal WT (trazado negro) y un animal Lis//sLisI (trazado rojo) en una misma posicion
(homotopica de 1.2 mm). La flecha indica el artefacto de estimulo. Las lineas de puntos
indican el lugar en el que se midi6 la latencia en cada registro, por tanto el intervalo entre
éstas representa la diferencia de latencia entre ambos registros. C) Representacion de los
valores promedio de latencia obtenidos en cada posicion homotdpica contralateral de
registro, tanto para animales WT (simbolos negros) y Lis!/sLis! (simbolos rojos), tanto
en la ACC (WT=10 rodajas de 5 animales; Lis//sLis1=7 rodajas de 4 animales) como en
la RSC (WT=7 rodajas de 6 animales; Lis!/sLis =17 rodajas de 9 animales). Se presentan
los valores de latencia ipsilateral para facilitar su comparacion (lineas y simbolos grises;
mismos datos que los de la Figura R1.3C). D) Comparacion de valores de latencia al
hemisferio contralateral entre las regiones ACC y RSC. E) representacion de los valores
de Tiempo de Propagacion Interhemisférico (TPI) para dos posiciones de la region RSC:
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0.8 mm (region dorsal, aRSC) y 1.6 mm (region ventral, gRSC) en animales WT (barras
negras; 7 rodajas de 6 ratones) y animales Lis//sLis (barras rojas; 15 rodajas de 7 ratones.

1.3. Modulacion de la propagacion de actividad sincronica
epileptiforme por CNQX.

La propagacion de actividad epileptiforme evocada por desinhibicion de la corteza a lo
largo de la corteza cerebral es dependiente de la transmision sindptica excitadora entre
neuronas piramidales mediada por receptores de glutamato (Pinto y col., 2005). Dado que
hemos observado una menor velocidad de propagacion en la corteza de animales
Lisl/sLis] decidimos comparar la sensibilidad de la propagacion de ASE a
concentraciones diferentes de un bloqueante de receptores de glutamato (CNQX,
bloqueante de receptores AMPA/kainato) para comprobar posibles diferencias asociadas
a este tipo de receptores de glutamato entre animales WT y Lisl/sLisl. Para esto se
estudid la modulacién de la latencia de las descargas epileptiformes evocadas por
estimulo eléctrico frente a un protocolo de concentraciones crecientes de CNQX (0.1, 0.5
y 1uM), empleando el mismo modelo experimental que hasta ahora. Los pormenores del

protocolo aplicado se detallan en el Esquema R1.1.

Solucién Solucién control Solucién Solucién control Soluciéon Solucién control Solucion
Control + 0.1uM CNQX Control + 0.5uM CNQX Control + 1uM CNQX Control

Esquema R1.1. Protocolo de aplicacion de concentraciones crecientes de CNQX. En
cada rodaja se registraron las respuestas epileptiformes evocadas por estimulos eléctricos
en la capa 1 aplicados cada 30 segundos durante un periodo total de 100 minutos,
distribuidos de la siguiente forma: 10 minutos iniciales en presencia de solucion control
(solucion extracelular modificada + 10 uM bicuculina) seguido de periodos de 15 minutos
en los que se aplica sucesivamente cada una de las concentraciones de CNQX empleadas
(0.1, 0.5 y 1 uM) separados por periodos lavado del CNQX de 15 minutos. Para cada
tratamiento se cuantifico la media de la latencia de las ASE evocadas en los ultimos 2.5
minutos.

En la ACC se estudi6 la modulacion de la propagacion de ASE por CNQX en ambas
subdivisiones, ACC primaria (1.2mm respecto estimulo) y ACC secundaria (1.6mm
respecto estimulo). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R1.5. En ambas
regiones de la ACC los resultados obtenidos fueron muy similares. En respuesta a una

concentracion de 0.1uM de CNQX no se observo ningun efecto apreciable en la
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propagacion de la ASE en ambas regiones para ambos genotipos. Frente a una
concentracion de 0.5 puM de CNQX se determind cierto incremento en la latencia muy
similar en ambos genotipos. Por lo contrario, frente a una concentracion de 1uM se
determind un aumento claro de la latencia en animales WT, y aunque el aumento de la
latencia también fue apreciable en animales Lis//sLis 1, este fue significativamente menor
en ambas regiones de la ACC. En la Figura R1.5A y B se muestra un ejemplo de registro
en condiciones control y tras la aplicacion de 1uM de CNQX, para un animal WT (trazos
negros) y Lisl/sLis] (trazos rojos) para las regiones primaria y secundaria de la ACC

respectivamente. El sombreado gris sefiala el incremento de latencia en cada caso.

A control Control ‘
MM . " J"“M ; M m W
Control + I | vl
Control +
1uM CNQX JUMCNOX et ' .
‘

Control Control ‘
Control + ! Control +
1uM CNQX i 1uM CNQX
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Figura R1.5. Modulacién de la latencia por CNQX en la ACC. A) Registros obtenidos
en la ACC primaria que muestra la latencia de las ASE en solucion control y en presencia
de 1uM de CNQX, mostrando en sombreado gris la variacion de latencia entre
tratamientos. B) Registros obtenidos en la ACC secundaria que muestra la latencia en
solucion control y en presencia de 1uM de CNQX, mostrando en sombreado gris la
variacion de latencia entre tratamientos. C) Variaciéon de latencia (calculada como
latencia en presencia de CNQX — latencia en solucion control) frente a 0.1, 0.5 y 1uM de
CNQX en la ACC primaria. D) Variacion de latencia frente a 0.1, 0.5 y 1uM de CNQX
en la ACC secundaria. E) Reduccion de velocidad de propagacion inducida por CNQX.
En todos los casos WT n=12 rodajas (8 animales); Lis//sLis] n=8 rodajas (5 animales).
Trazos, simbolos y barras negras para animales WT y en rojo para Lisl/sLis1.
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Los valores de incremento de latencia obtenidos para cada concentracion en ambos
genotipos se muestran en las Figuras R1.5C (corteza ACC primaria) y R1.5D (corteza
ACC secundaria). También se calculd el porcentaje de reduccion de la velocidad de
propagacion de la ASE a concentraciones de 1 pM de CNQX respecto del valor control
inicial. En la Figura R1.5E se muestran los valores promedio de reduccion de velocidad
de propagacion, calculada por posicion de registro y genotipo. En ambas regiones de la
ACC se observa claramente que la reduccion de la velocidad de propagacion de la ASE
epileptiforme fue de alrededor de un 35% en animales WT (barras negras) mientras que

en animales Lis/sLis! (barras rojas) esta reduccion se situd alrededor de un 18%.

En cuanto a la modulacién por CNQX en la RSC los resultados obtenidos presentaron un
tendencia similar pero mas acentuada que en la corteza ACC (Figura R1.6). Al igual que
en la ACC, en general los animales Lis//sLis/ mostraron una menor sensibilidad al
CNQX. Como se muestra en los registros de la Figura R1.6A y B, respectivamente para
las regiones aRSC (0.8mm respecto electrodo de estimulo) y gRSC (1.6mm respecto
electrodo de estimulo), se produjo un aumento significativo de la latencia en rodajas WT
(trazos negros) respecto a rodajas Lisl/sLisl (trazos rojos) frente a concentraciones de
1uM de CNQX. En las Figuras R1.6C y 1.6D se muestra respectivamente para la aRSC
y la gRSC los incrementos de latencia frente a las distintas concentraciones de CNQX
empleadas para ambos genotipos (WT linea y simbolos negros, Lisl/sLisl linea y
simbolos rojos). Tanto en la aRSC como en la gRSC se observo que el aumento de
latencia era significativamente mayor para valores de concentracion de CNQX de 0.5 y
1uM. Por ultimo, se cuantifico el porcentaje de reduccion de la velocidad de propagacion
en ambas regiones y para ambos genotipos (Figura 1.6E). En ambas subdivisiones de la
RSC Ia velocidad de propagacion se redujo alrededor de un 45% en animales WT (barras
negras), mientras que en animales Lis//sLisI la reduccion se calculd en torno a un 20%

(barras rojas).
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Figura R1.6. Modulacion de la latencia por CNQX en la RSC. A) Registros de la
aRSC que muestra la latencia frente a solucion control y control + 1uM de CNQX,
mostrando en sombreado gris la variacion de latencia entre tratamientos. B) Registros de
la gRSC que muestra la latencia frente a solucion control y control + 1uM de CNQX,
mostrando en sombreado gris la variacion de latencia entre tratamientos. C) Variacion de
latencia frente a 0.1, 0.5 y 1uM de CNQX en la aRSC. D) Variacion de latencia frente a
0.1, 0.5 y 1uM de CNQX en la gRSC. E) Reduccion de velocidad de propagacion en
aRSC y gRSC. En todos los casos WT n=8 rodajas (5 animales); Lis//sLisI n=5 rodajas
(4 animales). Trazos, simbolos y barras negras para rodajas WT y en rojo para Lis1/sLis].

1.4. Presencia de postdescargas oscilatorias.
Como ya se ha mencionado anteriormente, en muchas ocasiones la ASE estaba formada
por un componente inicial negativo seguido de postdescargas oscilatorias de duracion
variable (ver Figura R1.2 y figura R1.8 mas adelante). Decidimos realizar una
cuantificacion de la presencia de estas postdescargas, tanto en ASE evocadas como
espontaneas ya que esto podria ofrecernos informacioén sobre las diferencias entre
animales WT y Lisl/sLis] en la excitabilidad de la region cingular asi como en la
capacidad de sincronizacion de los circuitos locales presentes en ésta. Para ello se midi6
el porcentaje de rodajas en las que la ASE evocada o espontinea presentaba
postdescargas, independientemente de su amplitud y duracion. La presencia positiva de

postdescargas oscilatorias se defini6 como la presencia de oscilaciones de potencial que
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aparecen después del pico negativo inicial. La presencia de postdescargas oscilatorias se
cuantificé como el porcentaje de rodajas en que a parecen postdescargas respecto al total
de rodajas estudiadas en cada area cortical. Las cuantificaciones se realizaron de nuevo
en las porciones primaria y secundaria de la ACC y agranular y granular de la RSC, en
las mismas posiciones de registro que el apartado anterior. Los resultados obtenidos se
exponen en la Figura R1.7. En la ACC por lo general se obtuvieron valores de presencia
de postdescargas relativamente homogéneos, por lo que no se encontraron diferencias
significativas entre genotipos (Figura R1.7A). En la RSC los resultados obtenidos fueron
en la misma linea (Figura R1.7B). En general los valores de presencia de postdescargas
fueron mayores en rodajas WT respecto rodajas Lisi/sLisl, pero estas diferencias no

fueron significativas.
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Figura R1.7. Porcentaje de rodajas que presentan postdescargas oscilatorias en ASE
evocadas y espontaneas. A) Porcentaje de rodajas que presentan postdescargas en la
ACC primaria y secundaria (WT n=20 rodajas de 9 ratones; LisI/sLisI n=16 rodajas de 8
ratones). B) Porcentaje de rodajas que presentan postdescargas en la RSC agranular y
granular (WT n=20 rodajas de 9 ratones; Lis//sLis] n=22 rodajas de 8 ratones). En todos
los casos barras negras para rodajas WT y rojas para LisI/sLis].
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Por ultimo, cabe resaltar la diferencia que los valores de presencia de postdescargas entre
la ACC y la RSC entre animales WT. En la region ACC se observé una mayor frecuencia
de postdescargas respecto a la RSC tanto evocadas como espontaneas, siendo el valor de

estas ultimas especialmente pequeno en la gRSC.

1.5. Estudio de frecuencia de las postdescargas oscilatorias.
Otro aspecto interesante de las postdescargas asociadas a la ASE es la frecuencia a la que
oscilan. Asi pues se cuantificd la frecuencia de estas, tanto asociadas a actividad
epileptiforme evocada como espontdnea. Para medir la frecuencia de las postdescargas se
consideraron solo aquellas que presentaban un minimo de 5 ciclos de oscilacion
consecutivos de igual duracion (ver figura R1.8A); la frecuencia de las postdescargas se
midio en la zona central de las postdescargas, en la que la frecuencia es mas estable (figura
R1.8A. En cada rodaja y en cada posicion de registro se cuantificé el promedio de
frecuencia de las postdescargas de todas las respuestas en las que éstas estaban presentes,
con un maximo de 10 respuestas. En la Figura R1.8 se muestran los datos obtenidos en la
ACC para postdescargas presentes en respuestas evocadas y espontdneas. En la ACC se
cuantificé la frecuencia de las postdescargas en posiciones de registros correspondientes
en ambas subdivisiones, en las mismas posiciones de registro que en apartados anteriores:
1.2mm respecto electrodo de estimulo para la ACC primaria y 1.6mm respecto electrodo

de estimulo para ACC secundaria.

En la Figura R1.8A se muestra como ejemplo un registro evocado de la region dorsal de
la ACC primaria de una rodaja WT (trazo negro) y otro de una Lis//sLis! (trazo rojo) en
el que se muestra la descarga inicial seguida de varias postdescargas, que ejemplifica los
registros obtenidos. En el recuadro se resalta el drea de méxima sincronia en cada caso, y
que fue empleado para la cuantificacion de la frecuencia de las postdescargas. En la
Figura R1.8B se muestra dicho fragmento con mas detalle. Como se puede observar
claramente, el nimero de postdescargas por unidad de tiempo es mayor en los animales
WT que en los Lisi/sLisI. Por Gltimo, en la Figura R1.8C se muestran la cuantificacion
de los valores promedio de frecuencia en ambas subdivisiones de la ACC los cuales
reflejan lo anteriormente descrito. Tanto en ACC primaria (registros en la posicion de
1.2mm) como secundaria (registros en la posiciéon de 1.6mm) los valores de frecuencia
de postdescargas fueron significativamente mayores en rodajas WT (simbolos negros)
respecto a rodajas Lisl/sLis] (simbolos rojos), tanto para postdescargas asociadas a

actividad evocada como espontanea.
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En cuanto a la RSC se escogieron para la cuantificacién las posiciones de registro
pertenecientes a 0.8mm respecto al electrodo de estimulo para el estudio de las
postdescargas en la aRSC y 1.6mm para la aRSC. En cuanto a la gRSC los resultados

fueron muy semejantes a los descritos para la ACC, como asi se muestra en la Figura

R1.9.
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Figura R1.8. Frecuencia de las postdescargas presentes en ASE evocada y
espontinea en la ACC. A) Ejemplo de registro de postdescargas asociadas a ASE
evocada, obtenido en la posicion de 1.2 mm respecto al estimulo, correspondiente con la
region ACC primaria de una rodaja WT (trazo negro) y de una rodaja Lisl/sLisI (trazo
rojo). B) Detalle de las postdescargas de ambos registros sefialadas con un recuadro en
A. Notese el mayor nimero de descargas por unidad de tiempo en la rodaja WT (negro)
que en la rodaja Lisi/sLisl (rojo). C) Valores individuales por rodaja (circulos) y sus
medias £ S.E (triangulos) de la frecuencia de las postdescargas asociadas a actividad
evocada (ACC primaria WT=5 rodajas, de 5 ratones; Lis//sLis1=5 rodajas de 4 ratones.
ACC secundaria WT=5 rodajas de 5 ratones; Lisl/sLisI=5 rodajas de 4 ratones) y
espontdnea (ACC primaria WT=6 rodajas de 4 ratones; Lisl/sLis/=6 rodajas de 5
ratones. ACC secundaria WT=6 rodajas de 4 ratones; Lis//sLisI=5 rodajas de 5 ratones)
tanto en rodajas WT (simbolos negros) como LisI/sLis! (simbolos rojos).
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En la Figura R1.9A se muestra un registro representativo de ambos genotipos (WT trazo
negro; Lisl/sLisl, trazo rojo) de ASE evocada en la aRSC de nuevo con la zona de
maxima sincronia delimitada por un recuadro. En la Figura R1.9B se muestra la zona de
maxima sincronia con mas detalle, en la que se ve a simple vista la diferencia en el
nimero de ciclos por unidad de tiempo, el cual se reduce en las rodajas obtenidas de
ratones LisI/sLisI. Por Gltimo en la Figura R1.9C se dan los valores de la frecuencia de
las postdescargas en la RSC dorsal. En el caso de las postdescargas asociadas a actividad
evocada se encontraron diferencias significativas siendo el valor de frecuencia en rodajas
WT (simbolos negros) significativamente mayor al de las Lis//sLis! (simbolos rojos) y
teniendo un valor semejante al descrito en la ACC (=16Hz). En el caso de las
postdescargas asociadas a actividad espontanea aunque el valor medio también se
encontro superior en rodajas WT que en rodajas LisI/sLis 1, este no presentaba diferencias

significativas.
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Figura R1.9. Frecuencia de las postdescargas asociadas a actividad evocada y
espontanea en la aRSC. A) Ejemplo de registro en la corteza aRSC realizado en una
rodaja WT (trazo negro) y en una Lis/sLis (trazo rojo) en la posicién de 0.8 mm respecto
del estimulo. B) Detalle de las postdescargas de ambos registros presentados en A y
sefialados con un recuadro. Noétese el mayor nimero de descargas por unidad de tiempo
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en la rodaja WT (negro) que en la rodaja Lisl/sLisl (rojo). C) Valores individuales por
rodaja (circulos) y sus medias + S.E. (tridngulos) de la frecuencia de las postdescargas en
la region aRSC asociadas a actividad evocada (WT=5 rodajas de 3 animales; Lis!/sLisI=
7 rodajas de 4 animales) y espontanea (WT=4 rodajas de 3 animales; Lis//sLis =5 rodajas
de 3 animales).

Por el contrario, en la region granular (o ventral) de la RSC la presencia de postdescargas
fue muy escasa en comparacion con la region aRSC. Ademas, la duracion y la amplitud
de las postdescargas en esta region eran muy pequeias y la frecuencia muy irregular, por
lo que la cuantificacion fue imposible. En la Figura R1.10 se muestra un ejemplo de lo

anteriormente descrito para animales WT (trazo negro) como Lis!/sLisl (trazo rojo) en la

gRSC.
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Figura R1.10. Postdescargas en la region gRSC (region ventral). Se muestran dos
registros obtenidos en la posicion de 1.6 mm (RSC ventral) en dos rodaja de un animal
WT (panel A) y dos registros consecutivos en una rodaja de un animal Lis//sLis! (panel
B).
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2. Seccion segunda. Estudio de las interneuronas de tipo

Fast-Spiking en la corteza motora primaria del raton

Lisl/sLisl.

2.1. Estudio de las propiedades electrofisiologicas de las
interneuronas de tipo Fast-Spiking en la corteza motora
primaria.

Los resultados presentados en la seccidon primera muestran la presencia de alteraciones
en las propiedades funcionales de los circuitos corticales en el raton Lis//sLis1. Los datos
previos de nuestro laboratorio muestran la presencia de alteraciones funcionales que
afectan al sistema inhibidor cortical (Valdés-Sanchez y col., 2007) y alteraciones
estructurales (una andmala distribucion de las interneuronas GABAérgicas en la corteza
cerebral) que también parecen afectar al sistema de inhibicion cortical del raton Lis1/sLis1
(Dominguez y col., en preparacion). Por esta razon, y como continuacion del estudio
funcional de la corteza del raton LisI/sLisl, nos planteamos estudiar las propiedades

funcional de las interneuronas GABA¢érgicas de la corteza cerebral en este modelo animal.

El estudio de las propiedades electrofisiologicas de las interneuronas GABAérgicas
corticales se hizo mediante registros intracelulares en rodajas coronales de la corteza
motora primaria de ratones WT y LisI/sLisI. Estos experimentos de registro intracelular
se hicieron en la corteza motora primaria porque nuestros datos previos sobre la
distribucion andémala de interneuronas GABAérgicas en la corteza cerebral del raton

Lis1/sLis1 estan hechos en esta region cortical (Dominguez y col., en preparacion).

Dado que las interneuronas GABA¢érgicas representan alrededor de un 15-20% del total
de las neuronas presentes en la corteza, para facilitar la identificacion y registro de estas
neuronas en rodajas corticales se decidié cruzar la linea Lis//sLis] con una linea
transgénica que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de la
proteina GADG67, la cual se expresa especificamente en esta subpoblacion de neuronas
corticales (Tamamaki y col., 2003). Mediante este cruce obtuvimos animales que
expresan GFP en las interneuronas GABA¢érgicas, lo que permitié registrar las células
positivas para GFP (facilmente identificables mediante microscopia de fluorescencia) en
rodajas obtenidas de estos animales. Se estudiaron las propiedades electrofisiologicas de

las interneuronas corticales en animales Lis//sLis/ y se utilizaron como controles los
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animales de la misma camada que no presentaban la mutacion del gen LIS (ver
métodos). Estos registros se hicieron en rodajas perfundidas con solucion extracelular

estandar a 34°C.

La figura R.2.1 muestra tres ejemplos de las respuestas electrofisioldgicas obtenidas en
condiciones de “current-clamp” de tres interneuronas GABAérgicas que expresan GFP
registradas en la corteza motora. Se puede observar la variabilidad de las propiedades
electrofisiologicas: resistencia de entrada, caracteristicas del potencial de accion y patron
de disparo en respuesta a pulsos de corriente despolarizante. Esta heterogeneidad en las
respuestas electrofisioldgicas de interneuronas corticales ha sido descrita por otros

autores (Kawaguchi y Kubota 1997).
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Figura R2.1. Diversidad en la poblacion de células GAD67-GFP positivas. La figura
muestra las respuestas de tres neuronas GAD67-GFP positivas (A, A’, A’’; B,B’, B y
C,C°,C”. A, By C,respuesta a un pulso de corriente despolarizante de amplitud grande.
A’, B’ y C’, respuestas a pulsos de corriente hiperpolarizantes y al primer pulso
despolarizante supraumbral; los paneles inferiores muestran los pulsos de corriente. A’’,
B y C”, Detalle del primer potencial de accion evocado en los tres tipos de
interneuronas. La neurona ilustrada en los paneles A, A’ y A’’ es una interneurona de tipo
Fast-Spiking.
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Debido a esta diversidad de propiedades -electrofisiolégicas entre interneuronas
decidimos centrarnos en el estudio de las propiedades del subgrupo de interneuronas
formado por las Fast-Spiking (FS). Este grupo representa un porcentaje de alrededor de
un 40-50% del total de interneuronas corticales y se caracteriza por presentar unas
propiedades electrofisiologicas relativamente homogéneas y faciles de identificar y de
diferenciar del resto de interneuronas (Kawaguchi y Kubota, 1997; Markram y col.,
2004). Los rasgos electrofisiologicos que caracterizan las interneuronas FS son: a) en
respuesta a pulsos de corriente despolarizante disparan a frecuencias altas y sin
adaptacion de frecuencia; b) los potenciales de accion son de muy corta duracion y tienen
post-hiperpolarizaciones (Ahp) de amplitud grande y curso temporal rapido y c) tiene una
resistencia de membrana baja y presentan una alta frecuencia de potenciales sinapticos
espontaneos alta. Los paneles A, A’ y A’ muestran las propiedades electrofisiologicas
tipicas de una interneurona de tipo FS. El resto de tipos de interneuronas muestran
propiedades electrofisioldogicas muy heterogéneas (paneles B — C de la Figura R2.1), lo
que hace muy dificil la comparacion entre animales WT y Lis//sLisI. En nuestros
experimentos, del total de neuronas GAD67-GFP registradas en corteza motora primaria,
en animales WT se determind que de las 114 neuronas registradas un 40% (n=46) fueron
del tipo FS, y en animales Lis//sLis! de un 42% (n=45 de un total de 108). Estos valores
se corresponden con los descritos previamente en la corteza del raton GAD67-GFP por

los autores de dicho animal transgénico (Tamamaki y col., 2003).
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Figure R2.2. Interneuronas de tipo FS registradas en corteza motora primaria en
ratones WT y Lisl/sLisl. A) Posicion del soma de cada interneurona registrada de tipo
FS respecto a la superficie pial. Los valores individuales y media de la distancia a la pia
de las neuronas registradas en animales WT (simbolos negros) y Lis/sLisl (simbolos
rojos) se muestran junto a una seccion coronal (tincion de Nissl) representativa de la zona
en la que se hicieron los registros. Los simbolos rellenos muestran los valores promedios
de la distancia del soma respecto a la pia por capa, tanto para la muestra de neuronas de
animales WT (capa 2/3 433.6+21.58um, n=15; capa 5 803.06+26.63um, n=18; capa 6
1267.9+48.45um, n=10) como para la muestra de animales Lis//sLis! (capa 2/3
386.6+21.27um, n=14; capa 5 845+27.54um, n=12; capa 6 1346.9+46.32um, n=12). Los
limites establecidos entre capas fueron los siguientes: capa 1, desde superficie pial hasta
300 um respecto esta; capa 2/3, de 300 a 550 pu m; capa 5, de 550 a 950 pum; capa 6, a
partir de 950 pum; limites tomados como referencia empleando el Allen Brain Atlas
(www.brain-maps.org). La seccion columnar de corteza tefiida mediante el método de
Nissl se extrajo del Allen Brain Atlas (nivel 39 del atlas coronal de 56 dias postnatales).
B) Ejemplos de respuesta a pulsos de corriente hiper- y despolarizantes de interneuronas
de tipo FS representativas de las distintas muestras registradas por capa y genotipo en
corteza motora primaria (trazos negros para WT y rojos para las Lisi/sLisI); de arriba
hacia abajo: neuronas de capa 2/3, de capa 5 y de capa 6. Junto a cada registro
despolarizante supra-umbral se muestra, a una mayor escala temporal, el primer potencial
de accion evocado. Las barras de escala mostradas son aplicables a todos los registros. El
potencial en reposo de las neuronas mostradas en este panel era (de izquierda a derecha):
-71.5mV, -63mV, -58mV, -70mV, -64mV, -74mV.
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Los criterios de inclusion en el grupo de las interneuronas de tipo FS utilizados en
nuestros experimentos fueron: a) el disparo de potenciales de accion a frecuencias altas
sin adaptacion de frecuencia en respuesta a pulsos de corriente despolarizante y b) poseer
un potencial de accidon con un tiempo de duracion al 50% del pico menor de 0.25ms. La
Figura R2.2 muestra la localizacion en la corteza motora y las respuestas
electrofisiologicas de las interneuronas de tipo FS registradas en animales WT y
Lisl/sLisl. En la Tabla R2.1 se muestran los valores promedio de las propiedades
electrofisiologicas de las poblaciones de interneuronas de tipo FS por capa para cada
genotipo. En la capa 2/3 solo se observo una disminucion significativa en la amplitud del
potencial de accion en células Lisi/sLisI respecto las WT. En capa 5 no se encontraron
diferencias significativas. En capa 6 se observo un umbral del potencial de accion mas

negativo en las neuronas de animales Lis//sLis] que en las de animales WT.

CAPA 2/3 CAPA 5 CAPA 6
WT Lis1/sLis1 WT Lisl/sLisl WT Lis1/sLis1
Em -71.05+1.08 -68.44+2.05 -69.24+1.64 -70.73+1.32 -66.58+1.477 -71.5+1.71
(mV) n=12 n=11 n=19 n=13 n=13 n=11
Rm (MQ) 82.46+8.44 91.49+5.44 111.14+£14.08 85.26+8.48 99.96+12.83 101.13+15
n=12 n=9 n=15 n=13 n=13 n=9
Tm 4.46+0.54 3.98+0.52 5.43+0.95 4.29+0.46 3.4+0.4 6.13+1.36
(ms) n=12 n=9 n=10 n=12 n=12 n=8
4l -38.51+1.09 -40.47+2.29 -39.174+2.03 -42.94+1.85 -33.93+1.75 -48.3+2.53***
umbral _ = ol e = —
n=12 n=11 n=10 n=13 n=13 n=11
(mV)
A.P. . 72.75+1.89 64.224+2 2%* 78.4+2.29 76.36+2.91 75.58+3.5 79.85+3.85
amplitud _ _ _ _ - _
n=12 n=11 n=10 n=13 n=13 n=11
(mV)
A.P.
GhrED 0.18+0.008 0.19+0.012 0.19+0.016 0.17+0.01 0.19+0.016 0.23+0.02
(ms) n=12 n=11 n=8 n=13 n=13 n=11

Tabla R2.1. Propiedades electrofisiologicas de las interneuronas FS registradas. Se
muestran los valores obtenidos para cada parametro (media£S.E.), bajo el cual se muestra
el nimero de casos. El potencial en reposo (Em) fue medido justo al entrar en modo whole
cell. La resistencia de membrana (Rm) fue medida empleando el primer pulso
hiperpolarizante respecto al potencial en reposo. La constante de tiempo de la membrana
(tm) fue medida a partir del ajuste a una exponencial realizado en la fase de carga de la
respuesta de voltaje al primer pulso de corriente hiperpolarizante. La amplitud del
potencial de accion fue medida desde el umbral, y la duracion fue medida al 50% de la
amplitud maxima.
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Seguidamente se estudid la relacion entre la frecuencia de disparo de potenciales de
accion y la amplitud de los pulsos de corriente despolarizante y las propiedades de la post-
hiperpolarizacion (Ahp) del potencial de accion. Los datos obtenidos se muestran en la
Figura R2.3. La Figura R2.3A muestra la relacion entre la frecuencia de disparo y la
amplitud de los pulsos de corriente despolarizante (ésta tiltima mostrada como incremento
respecto a la rheobase) tanto en neuronas WT y Lis/sLis de capas 2/3, 5y 6. En la capa
2/3 se observo un aumento significativo en la pendiente de la relacion frecuencia /
corriente en las neuronas Lisl/sLisl respecto a las WT; esto muestra una mayor
excitabilidad de las interneuronas de tipo FS de la capa 2/3 en animales Lis//sLisl. Por
lo contrario, en las neuronas de capas 5 y 6, aunque para los pulsos de baja intensidad si

existe una tendencia similar, esta diferencia no es significativa.
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Figura R2.3. Frecuencia de disparo en respuesta a pulsos despolarizantes
supraumbrales y propiedades de la posthiperpolarizacion del potencial de accion
(Ahp) en interneuronas de tipo FS. A) Relacion entre la frecuencia de disparo y la
amplitud de los pulsos despolarizantes de corriente obtenida a partir de las respuestas a
pulsos despolarizantes de amplitud creciente. El incremento en frecuencia de disparo esta
dado desde el pulso umbral (rheobase). Trazos negros para células WT (capa 2/3 n=10;
capa 5, n=18; capa 6, n=14) y trazos rojos para células LisI/sLis] (capa 2/3, n=12; capa
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5, n=13; capa 6, n=12). B) Curso temporal de la Ahp en FS WT (trazos negros) y
Lisl/sLis] (trazos grises); se representa el curso temporal promedio con la Ahp
normalizada al umbral en células WT (capa 2/3, n=9; capa 5, n=8; capa 6, n=10) y
Lisl/sLisl (capa 2/3, n=9; capa 5, n=9; capa 6, n=9). C) Tiempo de caida al 50% de la
Ahp calculado a partir del curso temporal normalizado. Simbolos en negro para WT y
grises para LisI/sLisl. Valores individuales y media+s.e.

La amplitud de la Ahp (medida desde el umbral del potencial de accion) fue similar en
neuronas WTy Lisl/sLisl: capa 2/3 WT -27.53 + 0.95mV (n=12) vs Lis1/sLis] -26.90 +
1.76mV (n=11); capa 5 WT -26 + 1.36mV (n=10) vs Lis1/sLisl -24.57 £ 1.54mV (n=13)
ycapa 6 WT -28.22 £ 1.41mV (n=10) vs Lis1/sLisl -22.59 = 1.3mV (n=11). Sin embargo,
si se observaron diferencias en al curso temporal de la Ahp. En la Figura R2.3B se muestra
el curso temporal de la post-hiperpolarizacion del potencial de accion en las capas 2/3, 5
y 6; el curso temporal de la post-hiperpolarizacion se cuantificd mediante el tiempo desde
el pico de la Ahp hasta el 50% de la amplitud de la Ahp (Figura R2.3 C). Como se puede
observar, la fase de repolarizacion de la posthiperpolarizacion (Ahp) es mas rapida en las
células Lisi/sLisl, aunque la diferencia solamente es significativa en las capas 2/3 y 6.
Esta diferencia en el curso temporal de la Ahp podria, en parte, explicar la diferencia en

la relacion frecuencia de disparo — corriente mostrada en la Figura R2.3 A.

2.2. Estudio de las corrientes excitadoras post-sindpticas espontaneas

(sEPSC) en células Fast-Spiking de la corteza motora primaria.
Como se ha dicho anteriormente, las interneuronas de tipo FS se caracterizan por
presentar una frecuencia elevada de corrientes post-sindpticas excitadores espontaneos;
estas corrientes se pueden observar en el ejemplo de neurona FS mostrado en la Figura
R2.1 A. El estudio de estas corrientes arroja informacion sobre las aferencia sinaptica
excitadora que reciben estas neuronas. Estas respuestas sindpticas espontdneas se
estudiaron en modo voltaje clamp, fijando el potencial de membrana a -70mV. Teniendo
en cuenta que en nuestros experimentos el potencial de equilibrio de cloruro es de
aproximadamente -70mV (ver la composicion de las soluciones intra- y extracelulares
descritas en el apartado de métodos) en estas condiciones se registran claramente las
corrientes sindpticas excitadoras espontdneas (sEPSC). Los resultados obtenidos se
exponen en la Figura R2.4. En la Figura R2.4A se muestra un ejemplo de registro
representativo de SEPSC para las capas 2/3, 5y 6, tanto para células WT como Lis//sLis].

A partir de los registros cuantificamos las propiedades basicas de estas corrientes
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obteniendo la frecuencia, amplitud y constante de tiempo de la fase de caida. En la Figura
R2.4B se muestra para las capas 2/3, 5 y 6 respectivamente la distribucion de la amplitud
de dichas corrientes. Como se puede observar, en la capa 2/3 la distribucion de
amplitudes en células Lis//sLis] se encuentra desplazada hacia la derecha respecto a la
de células WT, mientras que en el resto de capas las distribuciones para ambos genotipos
fueron semejantes. Este desvio en la distribucion de amplitudes en la capa 2/3 queda
reflejado en el valor medio de la amplitud de las SEPSC de las neuronas FS de la capa
2/3, siendo este significativamente mayor en la poblacion de células LisI/sLisI (25.89 +
1.18pA, n=7) que en las WT (22.72 + 0.64pA, n=11; p<0.05). Sin embargo, la amplitud
media de las SEPSC registradas en capas 5 y 6 fue similar (capa 5: WT 27.65 £ 0.73pA,
n=10; Lisl/sLis] 29.32 + 2.08pA, n=9; capa 6: WT 32.35 + 2.02pA, n=12; Lisi/sLisl
32.21 + 4.68pA, n=10). En la Figura R2.4C se representa los valores de la frecuencia de
sEPSC observados por capa y genotipo.
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Figura R2.4. Propiedades de las SEPSC en interneuronas FS de corteza motora
primaria. La figura muestra las propiedades de las SEPSC en interneuronas FS en
animales WT (trazos y simbolos en negro) y LisI/sLis! (trazos y simbolos en rojo) en las
capas 2/3 (paneles de la izquierda), 5 (paneles centrales) y 6 (paneles de la derecha). A)
Ejemplo de registro representativo de interneuronas FS de cada capa y para cada genotipo.
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B) Distribucion de las amplitudes de las sEPSC agrupadas en intervalos de 2pA; esta
distribucion esta calculada, para cada neurona, dividiendo el histograma de amplitudes
por el numero total de sEPSC obtenidos en esa neurona y cada panel muestra la
media+S.E. de las distribuciones de las neuronas de cada grupo. C) Representacion de
valores promedio de frecuencia de SEPSC (tridngulos) asi como los valores individuales
por célula (circulo). Para todos los paneles mostrados la muestra fue en capa 2/3 WT n=
12 y Lisi/sLis] n=7; capa 5 WT n=10y Lisl/sLis] n=9; capa 6 WT n=12 y Lisl/sLisl
n=10.

Tanto en la capa 2/3 como en la capa 5 se observd una disminucion significativa en la
frecuencia de corrientes excitadoras espontaneas en células Lis//sLis], mientras que en
capa 6 se observaron valores promedio iguales. Por ultimo, no se encontraron diferencias
en los valores de la constante de tiempo de caida entre células WT y LisI/sLis] en ninguna
de las tres capas (capa 2/3: WT 1.21+£0.09ms, n=12,y LisI/sLisI 1.33+0.16ms, n=7; capa
5 WT 1.2740.06ms, n=10, y Lisi/sLis] 1.31£0.15ms, n=9; capa 6 WT 1.85+0.09ms, n=
12,y 1.7240.18ms, n=10.
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3. Seccion tercera. Estudio de la actividad eléctrica

espontdnea de la corteza cerebral mediante experimentos de
registro “in vivo” en la corteza motora primaria de raton

Lisl/sLisl.

Los resultados mostrados anteriormente, asi como resultados previos de nuestro
laboratorio (Valdés-Sanchez y col., 2007), muestran la presencia de diversas alteraciones
electrofisiologicas en la corteza cerebral del raton Lis//sLisI. Estas alteraciones se han
mostrado en preparaciones de rodajas de corteza cerebral in vitro y son claras a nivel
celular (propiedades eléctricas de neuronas, propiedades de la transmision sinaptica, etc.),
lo que hace pensar que es posible que se traduzcan en alteraciones de la actividad eléctrica
cortical global registrada en animales intactos. De entre las alteraciones observadas en la
corteza cerebral del raton Lis//sLis] destacan las alteraciones de las interneuronas de tipo
FS; se ha postulado que estas interneuronas constituyen un elemento clave en el circuito
local a la hora de generar actividad sincronica (Wang 2010), especialmente en el rango
gamma, por lo que alteraciones en alguna de sus propiedades podria conllevar una
disfuncion del circuito local y por tanto de la capacidad de generar patrones de actividad

sincronica.

3.1. Estudio de la potencia de la actividad eléctrica de corteza motora
primaria.

Para el estudio de la actividad eléctrica de la corteza motora primaria se obtuvieron
registros de potenciales locales de campo espontaneos (LFP) en cada capa de corteza
motora en animales anestesiados. Para esto, se emple6d un multielectrodo de 32 canales,
el cual se introdujo perpendicularmente respecto a la superficie pial para asi registrar todo
el espesor de la corteza. Posteriormente seleccionamos un canal ubicado en las capas 2/3,
5y 6 (siempre a la misma distancia respecto a la superficie pial). Se obtuvieron registros

en animales Lis//sLisl y se compararon con los obtenidos en los animales WT.

La Figura R3.1 muestra el espectro de potencia (en el rango de 8 — 100Hz) de la actividad
registrada en capas 2/3, 5y 6 en animales WT y Lis//sLisl. En la Figura R1.2.5A, se
muestra el valor promedio de la potencia del espectro de frecuencia en las capas 2/3, 5y
6, tanto para animales WT como para Lis//sLisI. En términos generales, los animales WT

muestran un perfil de potencia a lo largo del espectro de frecuencia muy similar entre las
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tres capas. Asi, los valores de potencia mas elevados se determinaron en bandas de bajas
frecuencias, los cuales van disminuyendo progresivamente hacia rangos de frecuencias
mayores, patron tipico en registros realizados en animales anestesiados. En animales
Lisl/sLis1, el perfil de potencia a lo largo del espectro de frecuencia fue similar al descrito
para animales WT, como se muestra en la Figura R3.1A, pero los valores de potencia, en
general, fueron superiores. En la Figura R3.1B se muestra la cuantificacion de la potencia

por bandas de frecuencia en animales WT y Lis//sLis].
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Figure R3.1. Espectro de potencia de los LFP registrados en las distintas capas de
en la corteza motora primaria. A) Potencia promedio en el rango de 8§ — 100 Hz de los
LFP registrados con un multielectrodo situado en la corteza motora primaria de animales
WT (trazos negros) y Lisl/sLisl (trazos rojos) para capa 2/3 (panel izquierdo), capa 5
(panel central) y capa 6 (panel derecho). El area intervalo entre 49.5 Hz y 50.5 Hz ha
sido eliminado y corresponde al intervalo de frecuencias eliminado por el “notch filter”
de 50Hz. La resolucion de frecuencia fue de 0.1Hz. B) Potencia de cada una de las bandas
de frecuencia de la actividad eléctrica registrada en capa 2/3 (panel izquierda), capa 5
(panel central) y capa 6 (panel derecho) para animales WT (barras negras) y animales
Lisl/sLisl (barras rojas). En cada registro individual la potencia de cada banda estd
normalizada respecto a la potencia de la banda delta; esta normalizacion se hizo en cada
registro individual antes de calcular la potencia media de cada banda. Los rangos de
frecuencia de cada banda son: alfa, 8-13Hz; beta: 13-30Hz, gamma: 30-100Hz. En todos
los casos WT n=8 animales y Lis//sLis/ n=11 animales.
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La potencia fue mayor en todas las bandas de frecuencia, siendo este incremento
significativo en las bandas de frecuencia beta y gamma en la capa 2/3 y en la capa 6, y en

las bandas alfa, beta y gamma en la capa 5.

3.2. Estudio de la coherencia de la actividad eléctrica de la corteza
motora primaria.

El siguiente paso fue el célculo de la coherencia de la actividad eléctrica entre distintas
capas corticales; la coherencia es una medida de la sincronia entre capas de la actividad

eléctrica registrada simultdneamente con el multielectrodo.
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Figura R3.2. Coherencia de la actividad eléctrica entre distintas capas en la corteza
motora primaria. A) Valor promedio de la coherencia obtenida para distintas
frecuencias al comparar la actividad eléctrica de la capa 2/3 y la capa 5 (panel izquierdo),
la capa 2/3 y la capa 6 (panel central) y la capa 5 y la capa 6 (panel derecho) en animales
WT (trazos negros; n=8 animales) y Lisl/sLisl (trazos rojos; n=11 animales). La
resolucion de frecuencia fue de 0.6 Hz. B) Comparacion de la coherencia por bandas de
frecuencia entre capa 2/3 y capa 5 (izquierda), capa 2/3 y capa 6 (centro) y capa 5y capa
6 (derecha) en WT (barras negras; n=8 animales) y animales Lis//sLisl (barras rojas;
n=11 animales). El espectro de frecuencia se dividio siguiendo las siguientes bandas; alfa
(8-13Hz), beta (13-30Hz), bajo-gamma (30-60Hz) y alto-gamma Gamma (60-10Hz).
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La Figura R3.2 muestra los resultados de la coherencia obtenida entre la actividad de
capas corticales. En la Figura R3.2A se muestra la coherencia promedio de cada genotipo
obtenida al comparar los LFP registrados en capa 2/3 y capa 5, en capa 2/3 y capa 6 y en
capas 5 y capa 6. En primer lugar podemos observar que, en animales WT, la coherencia
es relativamente mayor entre capas5-6 y capas2/3-5 respecto a la obtenida para capas2/3-
6; esto es especialmente claro para frecuencias de hasta ~75 Hz. En cuanto los valores
promedio de coherencia entre capas obtenidos en animales Lis//sLis1, estos conservaron
las mismas diferencias relativas entre si, pero en general fueron mayores que los

obtenidos en animales WT.

En la Figura R3.2B se muestran los valores promedio de coherencia para cada banda de
frecuencia. Debido a que se observa un descenso relativamente brusco en la coherencia a
partir de ~60Hz (Figura R3.2A) se decidi6 dividir la banda de frecuencias gamma en
“bajo-gamma (30-60Hz)” y “alto-gamma (60-100Hz)”. Ademads, la coherencia de las
frecuencias inferiores a las de la banda beta (< 13Hz) fue idéntica en animales WT y
Lisl/sLisl y por eso so se muestra en la figura. En términos generales como se puede ver
en la Figura R3.2B, estos valores promedio de coherencia fueron mayores para cada
banda de frecuencia en animales Lis//sLis] respecto animales WT. En concreto, la
coherencia entre capas 2/3 y 5 fue superior significativamente en regiones del espectro de
frecuencias media-alta, incluyendo las bandas Beta, bajo-Gamma y alto-Gamma. Por el
contrario, para la coherencia entre capas 2/3 y 6 ninguno de los incrementos cuantificados
para cada banda de frecuencia fue significativamente superior en animales Lis//sLisl. En
el caso de la coherencia entre capas 5 y 6, este aumento de coherencia generalizado fue

significativamente superior en las bandas de frecuencia beta y alto-gamma.
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DISCUSION

1. Estudio de las propiedades de la ASE en la corteza cingular
del animal Lis1/sLisl.

La ASE producida por el bloqueo especifico de sinapsis inhibitorias mediadas por
receptores GABA ha sido bien caracterizada desde principios de los afios 80 en distintos
modelos experimentales (Connors, 1984; Castro-Alamancos, 2000). Las propiedades de
la ASE obtenida mediante el bloqueo de receptores GABA 4 en rodajas coronales de raton,
y que se muestra en la primera seccion de resultados, se corresponde con aquellas
descritas previamente en distintas investigaciones (Connors, 1984; Alefeld y col., 1998;

Rovira y Geijo-Barrientos, 2016).

En primer lugar, los valores de velocidad de propagacion ipsilateral obtenidos en animales
WT en ACC y RSC son muy semejantes a aquellos descritos previamente en respectivas
regiones de la corteza (Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). Estos se situaron en torno a 50-
100mm/s, intervalo en el cual también se describid la velocidad de propagacion de la ASE
generada por bloqueo de GABA, en corteza somatosensorial en ratones de 3 semanas
postnatales (Alefeld y col., 1998). Esto lleva a pensar que el valor promedio de velocidad
de propagacion en corteza de raton podria situarse alrededor de este rango. Aun
situdndose dentro de un rango relativamente acotado, en animales WT el valor de
velocidad de propagacion en la RSC se determiné significativamente mayor que en la
ACC (alrededor del doble), lo cual nos revela que debe existir una organizacion a nivel
de circuito local muy diferente entre ambas regiones corticales. Ademads estas diferencias
deben radicar, al menos, a nivel de conexiones sindpticas excitadoras mediadas por
receptores de AMPA, ya que estas son las encargadas de mediar la propagacion de la ASE
a lo largo de una misma capa cortical (Golomb y Amitai, 1997; Pinto y col., 2005). En
cuanto a la propagacion de la ASE en la corteza del raton Lis//sLis] esta se determind
significativamente disminuida en ambas regiones cingulares, lo cual indica claramente
que en la corteza de este animal existe una alteracion de conexiones excitadoras mediadas
por receptores AMPA entre circuitos locales a lo largo de la capa 2/3 de un mismo
hemisferio cortical. Otra evidencia en la misma direccion es el hecho de que la

modulacién de la latencia mediante el bloqueo parcial de dichas conexiones excitadoras
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por CNQX produce un aumento de la latencia significativamente mayor en el raton WT
en ambas regiones cingulares, lo cual indica una clara pérdida de la sensibilidad al
bloqueo especifico por CNQX de conexiones mediadas por receptores AMPA en el

animal Lis/sLisl y por tanto que existe un funcionamientos anémalo de estas.

La propagacion de la ASE a regiones homotdpicas del hemisferio contralateral ha de ser
un proceso a priori mas complejo que la propagacion a lo largo de una capa cortical en
un mismo hemisferio. A parte de la propia generacion de ASE en el hemisferio ipsilateral,
la propagacion de esta al hemisferio contralateral implica también su conduccion a través
del cuerpo calloso y su generacién de nuevo en este. Ademas en caso de no generarse
exactamente en la misma regién homotopica, se ha de incluir la propagacion hacia dicha
zona. Por tanto, debido a que la ASE se trasmite a través de diferentes estructuras las
comparaciones sobre la propagacion de la ASE al hemisferio contralateral es mas idoneo
realizarlas en términos de latencia en lugar de velocidad de propagacion. En cuanto a la
propagacion de la ASE al hemisferio contralateral en animales WT, los valores obtenidos
para ambas regiones fueron muy similares a aquellos ya descritos (Walker y col., 2012;
Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). En general, en la corteza cingular se produce una
disminuciéon de la latencia en la propagacion interhemisférica a lo largo del eje
anteroposterior. Asi pues, los valores de latencia en la ACC fueron en promedio varias
veces superiores a los de la RSC, lo cual refleja de nuevo una diferencia en términos de
circuito local y probablemente en la forma en como la ASE se origina en el hemisferio
contralateral. Otro hecho que igualmente sugiere una diferencia tanto a nivel de circuito
local como de conectividad interhemisférica es el distinto patron dorso-ventral de
latencias en la propagacion al lado contralateral. Si bien en la RSC estas parecen ser
semejantes en las distintas posiciones de registro contralateral, en la ACC existe un claro
y progresivo incremento en la latencia desde posiciones mas ventrales a posiciones
dorsales. Por lo que respecta a la latencia en la propagacion de la ASE al hemisferio
contralateral en el raton Lisl/sLisl, este muestra un claro aumento en toda la region
cingular siendo este significativo en la RSC, lo cual podria también sugerir, al menos, una
alteracion de las conexiones excitadoras mediadas por AMPA, tipo de receptores que

media la transmision excitadora interhemisférica (Kumar y Huguenard, 2001).

En cuanto a las postdescargas, estas presentan una frecuencia considerablemente
homogénea en ambas regiones cingulares (=<16Hz). Este valor es similar al ya descrito en

condiciones de desinhibicion, tanto en la regidon cingular como en otras (Castro-
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Alamancos y Rigas, 2002; Rovira y Geijo-Barrientos, 2016). Esto sugiere un mecanismo
subyacente comun de sincronizacion en condiciones de desinhibicidn, conservado entre
diferentes regiones corticales. De hecho diversos estudios farmacoldgicos llevados a cabo
en distintas regiones corticales han demostrado que la aparicion de postdescargas se debe
a conexiones excitadoras locales recurrentes mediadas por receptores AMPA y también,
aunque en una considerable menor proporcion, por receptores de NMDA (Alefeld y col.,
1998; Castro-Alamancos y Rigas, 2002; Walker y col., 2012), lo cual concuerda
perfectamente con la observacion realizada en nuestros registros en los que a
concentraciones de CNQX de 0.5-1uM las postdescargas desaparezcan completamente
tanto en animales WT como Lisl/sLisI. Por otro lado, en animales Lisl/sLisl la
frecuencia de postdescargas se vio disminuida, aunque no drasticamente (=4Hz), si de
forma muy clara, indicando una deficiencia del circuito local en cuanto a su capacidad de
generar postdescargas. De forma similar a la propagacion, este defecto se encuentra

intimamente ligado a sinapsis excitadoras.

Respecto al estudio de la proporcion de rodajas que presentaban postdescargas, este
reveld una presencia diferencial entre ACC y RSC. Aunque la mayoria de casos las
diferencias entre ACC y RSC no se determinaron como significativas (solo se
encontraron entre ACC secundaria y gRSC, ambas zonas ventrales de sus respectivas
regiones) esto puede ser debido a un sesgo en el establecimiento de los criterios de
inclusion, ya que se determind como rodaja capaz de generar postdescargas, todas
aquellas capaces de generar alguna postdescarga asociada a la descarga inicial, tanto en
el caso de espontdneas como evocadas. De hecho, como se especifica en el
correspondiente apartado de resultados, la cuantificacion de la frecuencia de
postdescargas en la gRSC fue imposible de realizar, debido a la escasa presencia y
amplitud de las postdescargas. Por tanto existe una clara diferencia entre las regiones
ACC y RSC en cuanto a la capacidad de generar este tipo de actividad sincronica y las
postdescargas asociadas, aunque una vez generadas estas se establezcan en idénticos
valores de frecuencia. Esta capacidad diferente a la hora de generar ASE entre ambas
regiones debe tener un correlato a nivel de circuito local en la capa 2/3, como minimo en

cuanto a la organizacion de sus conexiones excitadoras.

En términos generales hay una tendencia a hablar de patrones conservados en cuanto a la
organizacion cortical a pesar de que desde tiempos de Cajal se sabe que existen

diferencias importantes entre distintas regiones. De hecho las diferencias en términos de
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citoarquitectura y conectividad entre las distintas regiones de la corteza cingular son
claras y estas existen a lo largo de la filogenia de mamiferos (Vogt y Paxinos, 2014).
Aunque la corteza retrosplenial presenta una organizacion en capas muy semejante, a
grandes rasgos, a la del resto de regiones neocorticales, esta deriva de una region palial
distinta, y por tanto tiene un origen embrionario distinto a la ACC (Witter y Amaral,
2004). De acuerdo con esto, en la capa 2/3 de la gRSC existe una poblacion de células
piramidales de pequefio tamafio y con un patron de disparo retardado muy caracteristico
por el cual reciben el nombre de Late-Spiking, las cuales también se encuentran en una
proporcion considerable en el subiculo (Kurotani y col., 2013). Sin embargo en la ACC
y en el resto de zonas neocorticales las células piramidales de capa 2/3 presentan el tipico
patrén de disparo regular (McCormick y col., 1985). Debido a que la ASE generada en
condiciones de desinhibicion en la capa2/3 se propaga y genera postdescargas mediante
conexiones excitadoras mayoritariamente entre células piramidales, puede que exista una
correlacion entre la presencia de esta considerable poblacion de piramidales de tipo Late-
Spiking en corteza retrosplenial y la menor capacidad de sincronizacion de los circuitos
locales presentes en esta. Futuras investigaciones son requeridas para desdenar cual es el
rol de los distintos tipos de poblaciones celulares y sus conexiones entre si durante la
aparicion y propagacion de la ASE, lo cual ayudaria también a la comprension de la
organizacion y sincronizacion del circuito local y las diferencias en este entre distintas
regiones cingulares. En cuanto a la corteza de animales Lis//sLisI, no se determinaron
diferencias respecto a la presencia de postdescargas en la ACC. En la RSC, si se intuye
una disminucién de la presencia de estas en rodajas Lis//sLisl, aunque en ninglin caso

estas diferencias fueron significativas.

En términos generales la relacion de resultados obtenidos en la primera seccidon evidencia
una alteracion de las conexiones sindpticas excitadoras que forman los circuitos locales
de la region cingular en la corteza del raton LisI/sLisl. Este hecho podria ser facilmente
achacado a defectos en alguno de los procesos biologicos en los que esté implicado la
proteina LIS1. Muchos de ellos estan directamente relacionados con la formacion y
maduracion de sinapsis, como por ejemplo la regulacion de la dinamica de los
microtubulos durante el crecimiento axonal y la formacion de filopodios durante la
sinaptogénesis, o el transporte axonal. De acuerdo con esto, se han descrito anomalias
durante el proceso de formacion de sinapsis excitadoras sobre dendritas de interneuronas

debido a una reduccion de la expresion de LIS (Kawabata y col., 2012). También bajo
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esta situacion se ha descrito una alteracion en la formacion de espinas dendriticas en
células piramidales de capa 5 (Sudarov y col., 2013). Por otro lado, también se ha descrito
previamente en el raton Lisl/sLis] una alteraciéon en el proceso de sustitucion de
subunidades del receptor de GABA durante la maduracion de sinapsis inhibitorias sobre
neuronas piramidales de capa 2/3 de corteza (Valdés-Sanchez y col., 2007). Alteraciones
de este tipo producidas por carencias de LIS1 podrian explicar una alteracion en la
transmision sindptica excitadora en la region cingular. Semejantemente se han descrito
algunos defectos en sinapsis de este tipo de naturaleza en el hipocampo del raton LisI ™.
Una reduccion de la dosis de LIS1de alrededor de un 50% conlleva una disfuncion de la
sinapsis de las colaterales de Schaffer procedentes de piramidales de CA3 sobre células
piramidales de CA1 (Greenwood y col., 2009). Estos axones presentaban una distribucién
anomala. Adicionalmente se determind un aumento de la frecuencia de corrientes
excitadoras en las piramidales de CA1, ademds de un aumento de la facilitacion sinaptica
sobre estas. Por otro lado, y de forma similar, en rodajas de hipocampo en las que se aislo
el giro dentado junto al tracto perforante del resto de la formacién hipocampal se
determind una alteracion funcional de la sinapsis excitadora de dichas fibras procedentes
de la corteza entorrinal sobre las células granulares (Hunt y col., 2012). Estos defectos
descritos en distintos tipos de conexiones excitadoras en el hipocampo del raton Lis/ ™"
sugieren que esto podria ocurrir perfectamente en conexiones de semejante naturaleza en
la neocorteza de un animal con déficits en la proteina LIS1. Por ultimo, aunque para
desdenar de forma concreta los mecanismos por los cuales la alteracion en los niveles de
LIS1 afecta este tipo de conexiones requeriria de futuras investigaciones, queda claro que
una alteracion de esta proteina conlleva una disrupcion generalizada de las conexiones
excitadoras en la corteza cingular del raton, lo cual debe traducirse en una alteracion de

los procesos cognitivos mediados por dicha region.

De forma similar a lo determinado en la corteza del raton Lis!/sLisl, una alteracion
generalizada de la funcionalidad de las cortezas ACC y RSC y de su conectividad de larga
distancia ha sido descrita en pacientes con distintas alteraciones psiquiatricas.
Alteraciones en la conectividad interhemisférica en la ACC, asi como con hipocampo y
corteza prefrontal han sido descritas en pacientes de esquizofrenia (Cui y col., 2015). De
forma similar en pacientes con el mismo trastorno psiquiatrico se determin6 en la RSC
una alteracion de la actividad espontanea y de la conectividad con la ACC, en estado de

reposo (Bluhm y col., 2009).
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2. Estudio de las propiedades de las interneuronas de tipo
Fast-Spiking en la corteza motora primaria del raton

Lisl/sLisl.

En primer lugar, la delecion del primer exén en uno de los alelos que codifican para la
proteina LIS1 no afecta de manera especifica a la proliferacion y/o migracion de las
interneuronas de tipo FS, ya que la proporcion de este grupo respecto al total de
interneuronas se determind igual en ambos genotipos, lo cual se correlaciona con la

expresion ubicua y elevada de LIS1 en todo el SNC (Reiner y col., 1995).

El grupo de interneuronas FS supone alrededor de un 40-50% del total de interneuronas
y presenta una considerable homogeneidad en sus propiedades electrofisioldgicas,
permitiendo su estudio como conjunto (Kawaguchi y Kubota, 1997). Congruentemente,
las propiedades electrofisiologicas descritas en las interneuronas de tipo FS en corteza
motora primaria en animales WT fueron claramente homogéneas. Respecto a las
propiedades electrofisiologias de este grupo en la corteza del raton Lisl/sLisl, no se
encontraron grandes diferencias, en coherencia con lo descrito entre poblaciones de
piramidales de capa 2/3 de corteza parietal en el mismo animal modelo (Valdés-Sanchez
y col., 2007). Interesantemente, la Uinica diferencia encontrada en este trabajo fue una
reduccion en la duracion del potencial de accion. Similarmente, las tinicas alteraciones
encontradas en células FS en las distintas capas fueron también en el potencial de accion.
En concreto en la capa 2/3 se determind una disminucion de la amplitud en el potencial
de accion, lo cual debe estar asociado una alteracion en los canales i6nicos responsables
de las corrientes subyacentes. En la capa 6 se determind una disminucién en la
significativa del umbral del potencial de accion. El umbral del potencial de accion
determina la magnitud que debe tener un evento despolarizante, y por tanto excitador,
para provocar que la célula dispare. Asi pues, esta disminucion del umbral debe estar
asociado a una alteracion en como este tipo de interneuronas integran eventos excitadores,
y por tanto son reclutadas. Esto podria conllevar una alteracion del balance excitacion-
inhibicion y de la forma en que estas interneuronas procesan los distintos impulsos
eléctricos que convergen en ella, lo cual es fundamental para el correcto funcionamiento
de los circuitos corticales. Diversas alteraciones en el umbral del potencial de accion han

sido asociadas a diversos trastornos neurologicos. Un claro ejemplo fue la descripcion de
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mutaciones en los canales Navl.1 y 1.2 en pacientes de autismo y epilepsia (Li y col.,

2014).

También en las interneuronas FS de la capa 2/3 se determin6 un incremento significativo
de la frecuencia de disparo de potenciales de accidon como respuesta a pulsos cuadrados
de corriente, lo que quiere decir que ante un estimulo excitador de una determinada
duracioén, las FS de la corteza del raton Lisi/sLisl disparardan un mayor nimero de
potenciales de accion. Dicho incremento podria estar explicado parcialmente por la
disminucion significativa en el tiempo de caida del componente lento de la
posthiperpolarizacion del potencial de accion, aunque seguramente estén influyendo otros
factores mas determinantes ya que en la capa 6, aunque también existe una disminucion
significativa de este pardmetro, no se traduce en un aumento de la frecuencia de disparo.
En cualquier caso, el incremento en la frecuencia de disparo podria conllevar una
alteracion en la frecuencia de llegada de impulsos inhibitorios sobre las células diana y
producir en consecuencia una alteracion del balance excitacion-inhibicidon sobre otras
neuronas, la homeostasis del cual es esencial para el correcto procesamiento de la
informacion. De hecho, un incremento similar se ha descrito en este mismo tipo de
interneuronas en la corteza prefrontal de un ratén Lis//sLis] para la proteina ErbB4, el
cual ha sido propuesto como posible modelo para el estudio de la patofisiologia de la
esquizofrenia (del Pino y col., 2014). Desde hace un tiempo viene siendo sugerida la idea
de que la diversidad de propiedades electrofisioloégicas dentro del grupo de las
interneuronas, entre las que el umbral del potencial de accion y la frecuencia de disparo
son fundamentales, es uno de los pilares principales en los que se asienta la idea de
considerar a las interneuronas como un elemento dinamizador del circuito cortical

(Markram y col., 2004).

Las EPSC espontaneas son eventos despolarizantes subumbral generados por la
liberacion de vesiculas de neurotransmisor desde el terminal presinaptico, induciendo la
apertura de canales ionicos asociados a receptores en el terminal postsinaptico. Se ha
determinado que cada una de estas corrientes espontdneas es debida a la liberacion
espontanea de vesiculas de neurotransmisor desde el terminal presinaptico (Malkin y col.,
2013), siendo insignificante la liberacion de vesiculas debida a la llegada de potenciales
de accién al terminal presinaptico. Por tanto su estudio puede ofrecernos informacion
sobre el funcionamiento de liberacién vesicular sin tener en cuenta posibles variaciones

en los niveles de excitabilidad de las células.
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En el animal WT se determind una mayor frecuencia de EPSC espontdneos en capas
superiores respecto a las inferiores, lo cual puede tener una estrecha relacioén con el hecho
de que en capas superiores se ha descrito que hay una mayor llegada de aferencias
excitadoras procedentes de otras regiones de corteza, talamo, y capas inferiores de la
propia corteza motora, a parte de las sinapsis recibidas por neuronas piramidales vecinas.
Sin embargo, las capas inferiores mayormente recibe conexiones excitadoras de capas
superiores (Weiler y col., 2008). El animal Lis//sLis] presenta una disminucién de la
frecuencia de EPSC espontaneas significativa de aproximadamente un 50% en capas 2/3
y 5. Dicha disminucién podria ser debido a una reduccidon en el nimero de contactos
sinapticos y/o un defecto en el mecanismo de liberacion de vesiculas desde el terminal
presinaptico. En relacion con esto hace pocos afios se demostré que una reduccion de en
la expresion de LIS1 de alrededor de un 50% producia una alteracion en la organizacion
de contactos sinapticos excitadores sobre interneuronas (Kawabata y col., 2012). De
forma similar y en el ratén LisI/sLis1, también se ha determinado una reduccion de en la
frecuencia de corrientes postsindpticas inhibidoras espontaneas en células piramidales de

corteza parietal (Valdés-Sanchez y col., 2007).

La distribucion en la frecuencia de amplitudes que se muestra en el apartado de resultados
muestra en todas las capas un desplazamiento hacia la izquierda, indicando que existe una
mayor cantidad de eventos de baja amplitud, en coherencia con lo descrito en corteza
prefrontal de rata (Malkin y col., 2015). En este trabajo se sugiere que esta distribucion
es debida a la coexistencia de dos poblaciones de corrientes excitadoras, una muy
numerosa y de amplitudes bajas, y otra minoritaria formada por aquellas de gran amplitud,
lo cual podria deberse a la coexistencia de distintas poblaciones de receptores de
glutamato en el terminal postsinaptico. En las FS de la capa 2/3 de ratones LisI/sLisl se
encontrd un aumento en la amplitud de las EPSC espontaneas, observandose un claro
aumento en la frecuencia relativa de eventos de amplitud mayor respecto de células WT.
Esta alteracion podria ser explicada por una modificacion en las propiedades de los
receptores de glutamato en las FS de capa 2/3 del raton Lisl/sLisl. De hecho, en este
modelo ya se han descrito alteraciones en receptores presentes en el terminal

postsinaptico de neuronas piramidales (Valdés-Sanchez y col., 2007).

En cualquier caso, las distintas alteraciones descritas reflejan una alteracion de la sinapsis

excitadora sobre las interneuronas FS, lo cual puede tener consecuencias sobre el balance
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excitacion-inhibicion en estas neuronas y, por extension, en el funcionamiento de los

circuitos corticales, de los cuales son un elemento clave (Markram y col., 2004).

3. Estudio de las propiedades de la actividad eléctrica cortical
en la corteza motora primaria del raton Lisl/sLisl.

Las interneuronas de tipo FS son un elemento esencial del circuito local y estdn
directamente involucradas en el procesamiento de la informacion y en la transmision de
esta entre distintas regiones corticales, siendo por tanto un elemento basico para el
desarrollo correcto de los distintos procesos cognitivos. Subyaciendo a estos, se sabe
desde hace tiempo que existen patrones de actividad oscilatoria de distinta frecuencia,
que emergen de la actividad sincronizada de las distintas poblaciones neuronales que
conforman el circuito local, y en el desarrollo de los cuales las interneuronas FS juegan
un papel central (Wang, 2010). Por esto no es descabellado pensar que el grupo de
alteraciones descrito en este tipo de interneuronas pueda tener consecuencias en los
distintos patrones de actividad cortical. Asi pues los estudios de la potencia en los
potenciales de campo registrados en corteza motora primaria revelaron un claro
incremento de la potencia en la actividad oscilatoria en el animal Lis//sLis] a lo largo de
todo el espectro de frecuencias. Este incremento fue especialmente significativo en todo
el rango de frecuencia medio-alto, lo cual revela una clara disfuncion por parte del circuito
local a la hora de generar patrones de actividad sincronica en rangos de frecuencia media-

alta.

Los rangos de frecuencia media-alta han sido asociados tradicionalmente con el
procesamiento de informacion a nivel local, mientras que a los rangos de frecuencias
menores se les atribuye la mediacion de la sincronizacion de circuitos corticales distantes.
Los patrones de actividad oscilatoria caracteristicos de corteza motora primaria se
establecen entre las bandas de frecuencia beta y gamma. Se ha sugerido que el estado
basal de la corteza motora primaria se caracteriza por presentar oscilaciones en el rango
beta y que la ejecucion de 6rdenes motoras requiere una transicion a oscilaciones en el
rango gamma (Davis y col., 2012). El incremento significativo de potencia en esas bandas
de frecuencia en el animal Lis//sLis] sugiere que podria haber una alteracion en la

transicion entre ambos estados durante el desarrollo de la funcidon motora.
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Otro rasgo caracteristico de los circuitos corticales es la presencia de ciertos niveles de
sincronizacion, lo cual se ha asociado a la transmisién de informacion entre distintas
regiones corticales (Buzsaki y Watson, 2012). Los datos obtenidos entre las distintas
capas en el animal WT revelan un patrén de coherencia muy concreto. El mayor nivel de
coherencia es el descrito entre capas 2/3-5, seguido del de capas 5-6 y por ultimo el de
capas 2/3 y 6, deduciéndose que no existe el mismo nivel de sincronizacioén entre las
distintas capas de la corteza motora primaria. Teniendo en cuenta que el nivel de
sincronizacion depende en buena parte del grado de conectividad existente entre dos
regiones, las relaciones de coherencia entre capas concuerdan en gran medida con el
patron de conexiones interlaminares descritos para la corteza motora primaria (Weiler y

col., 2008).

Ademas, los niveles de coherencia entre capas por lo general fueron mayores en rangos
de baja frecuencia, que precisamente son los responsables de mediar la comunicacion
entre zonas distantes de corteza. También puede deberse a que la actividad eléctrica de
baja frecuencia es la predominate en la corteza de un animal anestesiado. En cualquier
caso, la coherencia entre capas en el raton Lis//sLis], se encuentré aumentada de forma
a lo largo de todo el espectro de frecuencias, lo cual indica que existe una alteracion en la
sincronia entre las distintas capas de la corteza motora. Ademas, como se determina en la
seccion de resultados, las diferencias significativas en los niveles de coherencia se
encontraron entre capa 2/3 y 5y entre capa 5 y 6, precisamente las que se encuentran mas
interconectadas. Esto indica claramente una alteracion en la conectividad entre las
distintas capas de corteza motora primaria, principalmente mediada por conexiones
excitadoras, lo cual podria tener repercusiones en el correcto funcionamiento dicha region

cortical.

4. La corteza del raton Lisl/sLisl como modelo de estudio de
alteraciones asociadas al desarrollo cortical asociadas a
enfermedades mentales.

Desde hace una década se viene proponiendo que la alteracion de LIS1 no se circunscribe
exclusivamente al clasico fenotipo de la lisencefalia, caracterizado por presentar una
grave displasia cortical con drasticas consecuencias cognitivas (Dobyns y col., 2003). En
base a datos experimentales y clinicos se ha sugerido que alteraciones en la proteina LIS1
podrian subyacer en distintos trastornos psiquiatricos relacionados con alteraciones del
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desarrollo como esquizofrenia, autismo o trastorno bipolar (Reiner y Sapir, 2006;
Tabarés-Seisdedos y col., 2006), los cuales se sabe desde hace afios que comparten rasgos

etioldgicos, aunque de menor severidad, con la lisencefalia clasica.

Los resultados descritos previamente reflejan una disfuncion generalizada de los circuitos
corticales que componen las areas cingular y motora primaria del raton Lis//sLisI. En los
ultimos afios, alteraciones similares han sido determinadas en pacientes y modelos
animales de diversas patologias, como por ejemplo autismo, esquizofrenia o trastorno
bipolar (Bluhm y col., 2009; Moran y Hong, 2011; Cornew y col., 2012; Zikopoulos y
Barbas, 2013; del Pino y col., 2013; Sauer y col., 2015). Algunas de estas alteraciones,
como por ejemplo la alteracion en las propiedades de la actividad eléctrica cortical, son
consideradas un rasgo caracteristico de dichas patologias y sustrato de las distintas
disfunciones cognitivas asociadas estas. Por todo esto, proponemos el raton Lis!/sLisl
como modelo de estudio de patologias asociadas a alteraciones del desarrollo cortical de
fenotipo menos dréstico al que el de la lisencefalia, y en buen grado homdlogas a aquellas
descritas en modelos animales y pacientes de distintos trastornos psiquiatricos como

esquizofrenia, autismo o trastorno bipolar.
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CONCLUSIONES

La corteza cerebral del raton Lisl/sLisl presenta alteraciones en las conexiones

excitadoras que conforman los microcircuitos corticales.

La menor sensibilidad de la propagacion de descargas epileptiformes a la
aplicacion de CNQX en la corteza cerebral en animales Lis//sLis] sugiere que las
alteraciones del componente excitador de los circuitos corticales se debe, al menos

en parte, a alteraciones de los receptores de glutamato de tipo AMPA/kainato.

Las interneuronas inhibidoras de tipo FS de la corteza motora primaria de los
ratones Lisl/sLis] presentan diversas alteraciones electrofisiologicas; estas
alteraciones (junto con otras ya descritas) muestran que el sistema inhibidor

cortical de los ratones Lis//sLisl esta significativamente alterado.

El conjunto del alteraciones electrofisiologicas de propiedades funcionales
neuronales y sinapticas observadas en la corteza cerebral de los ratones Lis//sLis 1
tienen repercusion en el funcionamiento global de la corteza cerebral, tal como
muestra la presencia de alteraciones en la actividad eléctrica global (aumento de
potencia y coherencia entre capas) registrada en la corteza cerebral en animales

anestesiados.

Las alteraciones electrofisioldgicas observadas en la corteza cerebral del raton
Lisl/sLis] son consistentes con alteraciones observadas en enfermedades del
sistema nervioso causadas por alteraciones del desarrollo cortical; esto sugiere que
el raton Lis1/sLisI podria ser empleado como modelo experimental para el estudio

de dichas patologias.
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