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"If the brain were simple enough for us to understand it,

we would be too simple to understand it"
(Si el cerebro fuese lo suficientemente sencillo para que nosotros lo pudiésemos comprender,

seriamos demasiado simples como para comprenderlo)
— Ken Hill

pero...

"Mualo bev sivar éva doxeio yia yeuiopa, alda pa poua yia avauua”
(La mente es un fuego por encender, no un vaso que se ha de llenar)

— Plutarco
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Capitulo 1: La Conexion Septohipocampica

1.1 ANATOMIA

1.1.1 SEPTUM MEDIAL. NEURONAS SEPTOHIPOCAMPICAS

El septum o septo (del latin septum: pared, tabique) es una estructura cerebral que
conforma la pared interventricular medial en el cerebro humano. El septum forma parte de la
region denominada "cerebro anterior basal" o "prosencéfalo basal" (denominado basal
forebrain en inglés). El prosencéfalo basal corresponde a una regidn anatomicamente
compleja que incluye diversas poblaciones neuronales muy heterogéneas en cuanto a
morfologia, contenido de neurotransmisor y patrones de proyeccion. En general, el cerebro
anterior basal esta implicado en procesos de activacién cortical, atencidon, motivacion,
memoria y otras funciones de control homeostatico (Zaborszky, 2012).

En el cerebro de rata o raton, el septum es una estructura con forma de barril situada
en la parte anteromedial del prosencéfalo basal, limitada dorsalmente por el cuerpo calloso y
lateralmente por los ventriculos laterales. Se distinguen cuatro grandes regiones dentro del
septum: region medial, region lateral, region ventral y region posterior o caudal (Risold and
George, 2004). Esta tesis versa sobre la conexion
septohipocampica, localizada en la region medial del
septum, por lo que apenas se entrara en detalle sobre
las otras regiones septales.

La region medial del septum consta de varios
nucleos de células, de los cuales los mas importantes

son el nucleo medial septal y el nucleo de la banda

diagonal de Broca (denominados en conjunto

"MS/DBB", siglas en inglés de Medial Septum /

Figura 1. Anatomia del septum medial de raton.
Localizacion del septum medial (MS) y banda diagonal de
Broca (DBB) en un corte coronal del cerebro de raton
correspondiente al punto medio del area septal en el eje
rostrocaudal (bregma + 0.98). Modificado de Paxinos and
Franklin, 2001 y Brain Explorer®.
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Diagonal Band of Broca). El primero se dispone en forma de banda vertical situada entorno a
la linea medial y ocupa las dos terceras partes mas ventrales del septum. El segundo ntcleo
contiene una porcidn vertical y otra horizontal, que ocupan la zona mas medial o lateral,
respectivamente, de la parte basal del septum (Paxinos and Franklin, 2001). Al estar situadas
las neuronas septohipocampicas Unicamente en la porcidon vertical de la banda diagonal de
Broca, y para facilitar la lectura, a lo largo del texto se empleara el término "banda diagonal
de Broca" en referencia a la porcion vertical de dicho ntcleo. El nucleo medial septal y la
banda diagonal de broca, en conjunto, adoptan una morfologia tipica de "Y" invertida al ser
visualizados en cortes coronales (figura 1 y Paxinos and Franklin, 2001).

La conexidon septohipocdmpica consta de neuronas de proyeccion situadas en el
MS/DBB que inervan todas las regiones de la formacién hipocampica (figura 2), tal y como
se demostrd en la década del 1970 mediante técnicas de trazado in vivo en roedores (Mosko et
al., 1973; Meibach and Siegel, 1977; Swanson and Cowan, 1979). Los axones de las neuronas
septohipocampicas se extienden hasta el hipocampo a través del fornix dorsal y la fimbria
mayoritariamente, pero algunos siguen la estria supracallosa o bien una ruta ventral a través
del complejo amigdalino. Aunque la conexién es mayoritariamente ipsilateral (es decir,

permanece en el mismo hemisferio), una parte de los axones inervan el hipocampo de manera

contralateral. La  region
central y mas anterior del
nucleo medial septal
proyecta mayoritariamente a
regiones mas dorsales del
hipocampo; las neuronas
localizadas en la zona lateral

y mas posterior del septum

. PP medial inervan
Figura 2. Distribucion de los somas y axones de las neuronas

septohipocdampicas. mayoritariamente la porcion
(A) Localizaciéon de los somas de neuronas colinérgicas (circulos
negros) y GABAérgicas (circulos blancos) en el MS/DBB de rata.
(B) Los estudios de trazado in vivo permiten detectar las fibras  hjpocampica. Las neuronas
septales (BDA, en negro) que invaden profusamente el hipocampo,

en especial la region CA3, el hilus y los estratos oriens y situadas en la banda
lacunosum-moleculare de CA1l. BDA, dextranamina biotinilada
(trazador anterégrado); DG, giro dentado; h, hilus; sg, capa granular; sl,
estrato licido; slm, estrato lacunosum-moleculare; so, estato oriens; sp, cambio. inervan tanto la
capa piramidal; sr, estrato radiado; sm, capa molecular. Escala: 300 pm. ’

Modificado de Risold, 2004 (A). region dorsal como la

ventral de la formacion

diagonal de Broca, en
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ventral del hipocampo por igual (Gaykema et al., 1990; Yoshida and Oka, 1995).
Se han descrito dos tipos mayoritarios de neuronas septohipocampicas, clasificadas

segun el neurotransmisor que utilizan:

Neuronas GABAérgicas A: ~ ' B . Cis %
Utilizan el neurotransmisor | f / & g; e '%

inhibidor acido gamma- R g iR _: ! A .

aminobutirico (GABA, siglas en | \t\ : &

inglés de Gamma-Amino Butyric | t ; s '

Acid). Se encuentran diseminadas , S

por todo el MS/DBB y constituyen ; i #

el 45-65% del total de neuronas
Figura 3. Contactos GABAérgicos septohipocdampicos.

septohipocampicas (Amaral and (A) Los contactos de tipo cesto de los axones GABAérgicos
Kurz, 1985). A diferencia de Zeptohipocémpicos (.en’ n@gro) pueden llegar a constar de
ecenas de botones sinapticos (flechas), que se localizan en el
otras neuronas inhibidoras  soma y dendritas proximales de interneuronas de hipocampo
—en este caso, una célula inmunorreactiva para
septales de circuito local, las  parvalbumina, en marr6n. (B) Mediante técnicas de
microscopia electronica se pueden observar las sinapsis
simétricas (puntas de flecha) que los botones sinapticos
proyectan a la  formacion GABAérgicos septales (bl) establecen sobre el soma (S) de
neuronas de hipocampo. Las particulas de oro (puntos negros)
sefialan la presencia del neurotransmisor GABA tanto en el
componente presinaptico (b1l) como en el postsindptico (S).
Escala: 10 pum en (A), 500 nm en (B). Modificado de Freund and
Parvalbumina (Freund, 1989). Antal, 1988 (B).

neuronas GABAérgicas que

hipocampica contienen la

proteina secuestradora de calcio

Sus axones son gruesos y

mielinizados, y muestran un alto grado de especificidad de contacto en el hipocampo ya que
inervan unicamente el soma y las dendritas proximales de neuronas GABAérgicas (figura 3 y
4), como se ha demostrado mediante técnicas de microscopia electrénica combinadas con
trazado de la conexién (Freund and Antal, 1988). Estos contactos, denominados sinapsis en
cesto, constan de numerosos y gruesos botones sinapticos localizados sobre el soma y las
dendritas proximales de sus células diana (figura 3). La exquisita especificidad de contacto de
este componente de la conexidn sobre sus células diana es crucial para la funcion de la
conexion septohipocampica (véase el apartado 1.4.1, Circuito desinhibidor de la conexion
GABAérgica septohipocampica). En cuanto a sus caracteristicas electrofisiologicas, cabe
destacar que las neuronas GABA¢érgicas septohipocampicas muestran un patrén de disparo de
potenciales de accion en rafagas o bursts, y disparan a frecuencias altas en comparacién con

el resto de neuronas septales. Por este motivo se las denomina células "de disparo rapido" o
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fast-spiking, una caracteristica que suelen presentar numerosas neuronas GABAérgicas que

contienen Parvalbiimina en otras regiones cerebrales.

Neuronas colinérgicas

Utilizan el neurotransmisor excitador acetilcolina. Se distribuyen también a lo largo de
todo el MS/DBB, y representan el 35-45% de la conexion (Amaral and Kurz, 1985). Se
caracterizan por la expresion de enzimas esenciales en el metabolismo de la acetilcolina,
como la colinacetiltransferasa (ChAT, siglas en inglés de Choline AcetylTransferase) o la
acetilcolinesterasa (AChE, siglas en inglés de Acety/CholinEsterase). Sus axones son de
menor didmetro que los de las neuronas GABAérgicas y no estan mielinizados. En el
hipocampo contactan con todos los tipos neuronales (c€lulas piramidales, granulares e
interneuronas; figura 4) mediante botones sinapticos finos, que se localizan en numerosas
capas del hipocampo, especialmente en las capas de células principales y estratos adyacentes
(Frotscher and Léranth, 1985; Frotscher and Léranth, 1986). La frecuencia de disparo de estas
neuronas es menor que las del componente GABAérgico y parecen actuar de manera tonica

sobre sus dianas en hipocampo.

Figura 4. Seleccion de diana de
los componentes de la conexion
septohipocdampica.

Los  terminales  colinérgicos
septales establecen contacto con
todos los tipos neuronales en
hipocampo. En cambio, las
neuronas GABAdérgicas  septo-
hipocampicas unicamente
contactan con el soma de
interneuronas locales, que a su vez
inervan diferentes compartimentos
de las células principales de  Hipocampo
hipocampo. Las lineas discontinuas

indican el trayecto de los axones ~ MS/DEBE Neurana
hasta el hipocampo (no a escala). @ crBAcica
Cedido por M. Pascual, Meurona
modificado. .‘ colinéryica

Recientemente se ha propuesto la existencia de un tercer componente de la conexion,

Interneurona
- $ local

A Célula principal

supuestamente glutamatérgico ya que expresa transportadores vesiculares para el
neurotransmisor glutamato (VGLUT1 y 2, Vesicular GLUtamate Transporter 1y 2; Sotty et

al., 2003; Colom et al., 2005). Aunque su existencia es controvertida debido a que estas
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neuronas coexpresan frecuentemente marcadores de otros tipos celulares (GAD, ChAT), la
mayor evidencia a favor de este componente se deriva de estudios electrofisioldgicos in vitro
(Sotty et al., 2003; Manseau et al., 2005) y concuerda con datos sobre el desarrollo
embrionario temprano del septum medial (Medina and Abellan, 2012). De momento, se

desconocen las posibles dianas de este componente en hipocampo.

1.1.2 ANATOMIA BASICA DEL HIPOCAMPO

La formacion hipocampica es una estructura telencefélica presente en cada uno de los
hemisferios, de organizacién laminar y que incluye a la corteza entorrinal, el complejo

subicular, el giro dentado y el hipocampo propio.

Citoarquitectura del hipocampo

El hipocampo propio (o simplemente "hipocampo") consta de tres regiones divididas
segiin su conectividad: cornu ammonis (CA)l, CA2 y CA3 (estas ultimas agrupadas
normalmente como regién CA2/CA3). Estas regiones tienen una estructura similar organizada
en capas que se disponen, unas encima de otras, de manera paralela a la superficie del
ventriculo lateral (figura 5). Desde la zona ventricular hacia la fisura hipocdmpica, las capas
de las regiones CA son las siguientes:

-Alveus: contiene axones aferentes y eferentes del hipocampo. Raramente se
encuentran neuronas en esta capa.

-Estrato oriens (so, del latin Stratum Oriens): adyacente al alveus, este estrato
contiene las dendritas basales de las neuronas piramidales asi como neuronas inhibidoras,
entre ellas las que proyectan al septum medial (véase el apartado 1.2, Aferencias del sistema
septohipocampico).

-Capa piramidal (sp, Stratum Pyramidale): contiene los somas de las neuronas
piramidales, de naturaleza glutamatérgica. Entremezcladas entre ellas se encuentran algunas
interneuronas inhibidoras.

-Estrato lucido (sl, Stratum Lucidum): presente unicamente en la region CA3, por
debajo de la capa piramidal, el SL aloja las fibras musgosas del giro dentado y algunas
interneuronas inhibidoras.

-Estrato radiado (sr, Stratum Radiatum): es el estrato adyacente al piramidal, en la

region CAl, y al lacido, en CA3. Contiene las dendritas apicales de las neuronas piramidales,
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los axones colaterales de Schaffer en CAl y las conexiones asociacionales en CA3. También
hay interneuronas en esta capa.

-Estrato lacunosum-moleculare (slm, Stratum Lacunosum-Moleculare): se
encuentran en ella la parte mas distal de las dendritas apicales de las neuronas piramidales y
las fibras provenientes de la corteza entorrinal. También hay interneuronas y células de Cajal-

Retzius.

El giro dentado, por su parte, estd formado por la fascia dentata (o giro dentado
propiamente dicho) y el hilus o capa polimoérfica. Las capas que lo componen son:

-Capa molecular (sm, Stratum Moleculare): se sitGa adyacente a la fisura
hipocampica y contiene las dendritas de las células granulares, ademas de diversos tipos de
interneuronas. A esta capa llegan axones provenientes de la corteza entorrinal y del hilus.

-Capa granular: formada por los pequefios somas de las neuronas granulares, de
naturaleza glutamatérgica y densamente empaquetados, y algunas interneuronas inhibitorias.

Las capas granular y molecular se disponen de manera plegada, adoptando una forma
en"V".

-Hilus o capa polimorfica: se refiere a la region mas interna del giro dentado,
englobada por la capa granular. Contiene los axones de las células granulares (denominados
fibras musgosas), que proyectan a la region CA3. Ademas, en el hilus se encuentran las

c¢lulas musgosas (glutamatérgicas) e interneuronas inhibidoras.

Figura 5. Citoarquitectura bdsica de la formacion hipocampal.
La tincion de Nissl pone de manifiesto la organizacion laminada del hipocampo(A). Las diferentes
capas y regiones se indican en (B). Abreviaturas adicionales: ab, fasciculo angular; EC, corteza
entorrinal; fi, fimbria; PaS, parasubiculum; pcl, capa piramidal; PoDG, capa polimdrfica del giro
dentado; PrS, presubiculum; S, subiculum. Escala: 500 um. Modificado de Amara and Witter, 2004 (A y B).
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Circuitos de hipocampo

La formacién hipocampal destaca por la extraordinaria complejidad de los circuitos
locales (revisada exhaustivamente en Amaral and Witter, 2004). El llamado circuito
trisinaptico (figura 6) estd formado béasicamente por tres conexiones unidireccionales que
permiten a la formacidn hipocampica el procesamiento de informacion proveniente de

regiones neocorticales, y el envio de informacion de vuelta a la neocorteza:

-La conexion entorrinohipocampica, también llamada via perforante, esta formada
por los axones de las células piramidales de capa II de la corteza entorrinal (EC) que
contactan con las dendritas de células granulares, situadas en la capa molecular del giro
dentado, y con algunas interneuronas de esa misma capa.

-La via de las fibras musgosas: los axones de las células granulares, no mielinizados,
reciben el nombre de fibras musgosas. Estos atraviesan el hilus e inervan el estrato lucido de
CA3, donde contactan con las dendritas de las neuronas piramidales e interneuronas.

-La via asociativa o colateral de Schaffer estd formada por axones de las neuronas
piramidales de CA3 que proyectan a las dendritas de células piramidales localizadas en los

estratos oriens y radiatum de la regiéon CA1 ipsilateral.

Hipocampa Corteza Entorrinal
Fibras colataralas
de Schaffer
Med
C-’\‘-_.__
cA3 ~ LU . A i i
Figura 6. Circuito { . /7 |
o , . . p - :
trisindptico de hlpocampo.. . NG B O c \\e
El esquema muestra las principales - P
. 1 dantad
conexiones que componen el s -
Circuito trisinéptico. MOdifiCﬂdO de asocialivas/ Fibras musgosas Vig

camisurales perforante

Neves et. al., 2008.

La informacién que llega a la region CAl a través de este circuito trisinaptico es
proyectada de nuevo hacia la corteza entorrinal, tanto por conexiones directas (CA1-EC)
como indirectamente a través del subiculum. De esta manera se cierra el bucle trisinaptico, en
el cual la informacidén fluye de manera unidireccional. Sin embargo, esta vision de los
circuitos de hipocampo es extremadamente simplista, puesto que existen numerosos circuitos
superpuestos al circuito trisinaptico. Por citar un ejemplo, las neuronas piramidales de CA3
—a diferencia de las de CA1— se caracterizan por emitir numerosos colaterales que inervan

las dendritas de células piramidales situadas en el SO y SR de esa misma region (conexion
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asociativa de CA3), pero también de las regiones CA3, CA2 y CAIl del hipocampo
contralateral (conexiones comisurales de CA3), incluyendo también contactos con
interneuronas.

Otro ejemplo importante a considerar en el marco de la presente tesis es la entramada
red de interneuronas inhibitorias de hipocampo, que conforman multitud de circuitos locales
capaces de modular la actividad de otras interneuronas o de células principales. De esta
manera, las interneuronas inhibidoras locales controlan tanto los niveles de excitacién como la
ventana espaciotemporal en que la actividad de hipocampo tiene lugar (para una revision
extensa del tema, véase Freund and Buzsdki, 1996). Aunque las interneuronas inhibidoras
estan presentes en numerosas regiones cerebrales, donde desempefian funciones esenciales
dentro de los circuitos, en el siguiente apartado se profundiza en la poblacion de interneuronas

presentes en el hipocampo.

Interneuronas de hipocampo. Clasificacion segun su contenido en proteinas

secuestradoras de calcio

Distribuidas por todas las capas de la formacidon hipocampica se encuentran numerosas
células GABAérgicas, denominadas en este caso interneuronas porque la mayoria son de
circuito local. Todas ellas utilizan el neurotransmisor inhibidor GABA 'y, por tanto, expresan
marcadores GABAérgicos como el enzima decarboxilasa del dcido glutamico (GAD, siglas
en inglés de Glutamic Acid Decarboxylase). Sin embargo, la poblacion de interneuronas
hipocampicas es muy heterogénea en cuanto a su conectividad, distribucién, neuroquimica y
fisiologia (Freund and Buzsaki, 1996; Matyas et al., 2004). Uno de los criterios utilizados
clasicamente para clasificar las interneuronas hipocampicas es su contenido en proteinas
secuestradoras de calcio (figura 7). Es la clasificacion que se ha utilizado en el presente

trabajo y define tres subpoblaciones basicas no solapadas entre si:

Interneuronas Parvalbumina-positivas

Estas interneuronas representan el 20-24% de la poblacidén total de interneuronas de
hipocampo. Se distribuyen mayoritariamente en la capa piramidal, estrato oriens, capa
granular e hilus, y sus somas suelen ser grandes en comparacion con los de otras
interneuronas. En cuanto a conectividad se refiere, forman parte de la poblacion de "células en
cesto" (interneuronas que presentan un terminal axonico en forma de cesto con numerosos
botones que envuelve el soma de células principales) y de las "interneuronas axo-axonicas"

(las que contactan con el segmento inicial del axdn de neuronas principales mediante
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terminales sinapticos en forma de hilera con numerosos botones sindpticos; Freund and
Buzsaki, 1996).

Cada una de las neuronas inmunopositivas para Parvalbimina (Parvalbimina®)
contacta con cientos de neuronas principales diferentes, con lo que la misma informacién
llega a muchas células a la vez, favoreciendo su sincronizacion. Ademas, las neuronas que
contienen Parvalbumina presentan uniones en hendidura” (gap junctions) que permiten una
comunicacion eléctrica directa entre células, y por tanto la sincronizacién de la propia

poblacién Parvalbumina .

Interneuronas Calretinina-positivas

Conforman, aproximadamente, el 13% de todas las interneuronas hipocampicas. Se
distribuyen por todas las capas del hipocampo, aunque mas densamente en la capa piramidal.
Forman parte de la subpoblacion de interneuronas especializadas en inervar otras
interneuronas, denominadas en conjunto interneurona-selectivas (IS). Concretamente, las
interneuronas que contienen Calretinina son del tipo IS-1: inervan el compartimento
somatodendritico de otras interneuronas especializadas en inervar las dendritas de células
principales (Gulyas et al., 1996).

Es importante destacar que las células de Cajal-Retzius, localizadas en la capa
molecular externa del giro dentado y cerca de la fisura hipocampica, también contienen
Calretinina (Soriano et al., 1994). A pesar de ser una poblacion transitoria, muy abundante
durante el desarrollo embrionario, en estadio adulto se mantiene una pequefia poblacién. En
cualquier caso, no son células GABAérgicas y por tanto no pertenecen a la poblacidon de
interneuronas inhibidoras descritas aqui. De manera similar, las células musgosas del hilus
también expresan Calretinina en numerosas especies excepto en rata (Matyas et al., 2004),

pero son de naturaleza glutamatérgica y tampoco se consideran interneuronas inhibidoras.

Interneuronas Calbindina-positivas

Su soma se localiza en el estrato radiado, el lacunosum-moleculare y las capas
granular y piramidal. Aunque su nimero no esta claramente definido, se estima que el 10-
12% de las interneuronas de hipocampo contienen Calbindina. En cuanto a su conectividad,

estas células forman parte del grupo "interneuronas que inervan las dendritas de neuronas

* . . . . .

Las uniones en hendidura son uniones intercelulares compuestas por canales de membrana que comunican el
citoplasma de las dos células implicadas. Permiten el paso de iones y algunas moléculas a través de ellos,
procurando un acoplamiento eléctrico y metabodlico entre el grupo de células conectadas.
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principales", aunque una subpoblacidn ubicada en el estrato oriens proyecta al septum medial
(véase el apartado 1.2, Aferencias del sistema septohipocdmpico).

Como ocurre con las neuronas Calretinina-positivas, existen neuronas hipocdmpicas
de naturaleza no inhibidora que contienen Calbindina: las neuronas granulares y las

piramidales superficiales de CA1 mas cercanas al estrato radiado (Baimbridge and Miller,

1982).

Parvalbumina Calretinina Calbindina

________
-

Figura 7. Distribucion de las subpoblaciones de interneuronas de hipocampo segiin su contenido en

proteinas secuestradoras de calcio.
Dibujos a camara licida que muestran la distribucion de interneuronas inmunorreactivas para

Parvalbimina, Calretinina y Calbindina en cortes coronales de hipocampo de rata. Cada punto
representa una célula. Modificado de Freund and Buzsdki, 1996.

El sistema GABAérgico septohipocampico ejerce un extraordinario control sobre la
red de interneuronas locales de hipocampo, por lo cual es crucial para determinados aspectos

de la funcion hipocampica (véase el apartado 1.4, Funcion de la conexion septohipocdampica).
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1.2 AFERENCIAS DE LAS NEURONAS SEPTOHIPOCAMPICAS

Como otros nucleos del prosencéfalo basal, el septum es una regidon altamente
interconectada con otras areas mas o menos distantes, de manera que actua como integrador
de informacion ascendente y descendente, responsable de numerosos procesos cognitivos, de
control homeostatico y del comportamiento del individuo.

En concreto, las neuronas septohipocampicas reciben aferencias tanto de neuronas de circuito
local, situadas en el nucleo medial del septum y en la banda diagonal de Broca, como de

neuronas de proyeccidn situadas en otras regiones.

Circuitos locales

Las neuronas glutamatérgicas de circuito local, situadas en la region medial del
septum, contactan con el soma y dendritas de neuronas septohipocampicas tanto colinérgicas
como GABAérgicas, activandolas de manera ténica (Hajszan et al., 2004). Las neuronas
colinérgicas septohipocampicas, por su parte, también emiten fibras colaterales que activan a
las neuronas GABAérgicas septohipocampicas (Alreja, 1996; Alreja et al., 2000). La
activacion del componente GABAZérgico septohipocampico a través de estos circuitos locales
es clave para la generacion del ritmo theta hipocampico dependiente de septum medial, como

se describe mas adelante (véase el apartado 1.4, Funcion de la conexion septohipocdampica).

Aferencias externas

Las principales aferencias externas del sistema septohipocampico son las siguientes:

1. Septum lateral

La existencia de una conexién septal lateromedial es materia de debate desde hace
afos. Hay estudios que muestran que determinadas neuronas GABA¢érgicas del septum lateral
contactan con otras neuronas GABA¢érgicas situadas en el septum medial y banda diagonal de
Broca, entre ellas las neuronas septohipocdmpicas (Risold and Swanson, 1997). La activacion
de estas células GABAérgicas de septum lateral tendria un efecto inhibidor sobre las neuronas
GABA¢érgicas septohipocampicas y formaria parte del bucle septo-hipocampo-septal (véase el
siguiente apartado). Sin embargo, otros estudios de trazado de conexiones han demostrado
que esta conexion lateromedial septal es escasa, o incluso ponen en duda su existencia

(Staiger and Niirnberger, 1991; Leranth et al., 1992).
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2. Hipocampo

La conexion reciproca hipocamposeptal constituye una de las principales aferencias
del sistema septohipocampico, y surge de células piramidales y no piramidales durante el
desarrollo embrionario (Super and Soriano, 1994).

Por una parte, una conexion hipocamposeptal directa surge de una subpoblacion de
neuronas GABAC¢érgicas localizadas en el estrato oriens de CA1 y CA3 de hipocampo y en el
hilus del giro dentado (Alonso and Kohler, 1982). La subpoblacién de la capa oriens expresa
la proteina secuestradora de calcio Calbindina (Toth and Freund, 1992) y también el péptido
Somatostatina en algunos casos (Gulyas et al.,, 2003). Estas neuronas GABAérgicas
hipocamposeptales establecen contacto directo (i.e., monosinaptico) mayoritariamente sobre
las dendritas y somas de neuronas GABAérgicas septohipocampicas (Toth et al., 1993). Esta
inervacion, aunque de naturaleza inhibitoria, tiene como resultado una activacion ritmica de
las células diana, ya que tras la inhibicion inicial, tiene lugar un "efecto rebote" que causa una
despolarizacion y la consecuente generacion de un potencial de accidén. Las células
GABA¢érgicas hipocamposeptales también contactan, aunque en menor medida, con células
septohipocampicas colinérgicas, pero en este caso ejercen un efecto neto inhibidor (Manseau
et al., 2008). Las neuronas hipocamposeptales son una poblacion abundante durante el
desarrollo embrionario, momento en que sirven de guia para los axones septohipocampicos en
desarrollo. En estadios posteriores, y especialmente en la etapa adulta, la poblacion de
neuronas GABA¢érgicas hipocamposeptales es considerablemente menor.

Por otra parte, células piramidales del hipocampo propio y del subiculum establecen
contactos excitadores con neuronas GABAérgicas del septum lateral (Leranth and Frotscher,
1989). Como se ha indicado en el apartado anterior, las neuronas GABA¢érgicas del septum
lateral podrian inhibir a neuronas GABAérgicas del septum medial. De esta manera, una
mayor actividad de las neuronas piramidales de hipocampo causaria la inhibicion de la
conexion GABAérgica septohipocampica para modular a la baja la sefial ejercida desde el
septum medial hacia el hipocampo.

Estas conexiones directas e indirectas desde el hipocampo hacia el septum medial
completan el bucle septo-hipocampo-septal que garantiza el intercambio de informacidn entre
ambas estructuras para asegurar que el sistema funciona dentro de unos niveles y patrones de

actividad fisioldgicos.
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3. Hipotdlamo

El é4rea hipotaldmica lateral emite axones hipocretinérgicos que activan, mediante
receptores Hcrt-R2, a una poblacién de neuronas septales GABAdrgicas que proyectan a
hipocampo (Wu et al., 2002). Estos axones hipotalamicos también son capaces de activar a las
células colinérgicas septohipocampicas, que emiten a su vez colaterales hacia las neuronas
GABAérgicas septales. Este aumento del tono en septum causado por la activacidon directa e
indirecta desde el hipotalamo es importante para la generacion de oscilaciones theta

hipocampicas y otros procesos de alerta y vigilia.

4. Tronco encefalico

Las aferencias septales desde el tronco encefalico incluyen axones serotoninérgicos
provenientes del nucleo medial del rafe que contactan con el compartimiento
somatodendritico de las neuronas GABAérgicas septohipocdmpicas. Esta inervacién es
excitadora y mediada por receptores 5-HT2A (Alreja, 1996). Se ha descrito que el nucleo
medial del rafe también inerva algunas interneuronas de hipocampo, en este caso
inhibiéndolas. Asi, el nicleo medial del rafe ejerce un efecto excitador sobre la actividad
global de hipocampo de manera directa pero también indirectamente, a través del septum

medial (Leranth and Vertes, 1999).

5. Otras aferencias

El septum medial recibe aferencias, en mayor o menor medida y de manera directa o
indirecta (a través de la conexidon desde el septum lateral), de otras regiones tales como la
corteza entorrinal (Leranth et al., 1999), la amigdala y el area tegmental ventral (Gaykema
and Zaborszky, 1996). Estas aferencias colaboran en la integracion de informacion entre areas
subcorticales y corticales llevada a cabo en el septum, tanto para procesos relacionados con
funciones cognitivas como para la integracion del estado homeostatico y emocional del

individuo.
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1.3 DESARROLLO DEL SISTEMA SEPTOHIPOCAMPICO

La region medial del septum se origina, mayoritariamente, a partir del subpalio
embrionario. Las neuronas GABAdérgicas y colinérgicas del septum medial y la banda
diagonal de Broca se generan a partir de progenitores existentes en el sector palidal del
subpalio entre los dias embrionarios (E) 12 y 16 en rata, aunque se desconoce el momento
concreto en que se genera cada tipo neuronal y los factores de transcripcion responsables de

su especificacion y diferenciacion (Medina and Abellan, 2012).

Una vez las neuronas se han diferenciado y localizado en su ubicacion final, tiene
lugar el proceso de crecimiento axonal. Una de las caracteristicas mas importantes del sistema
nervioso, y de la cual depende en gran medida la funcion de éste, es la exquisita precision con
que las neuronas se conectan entre si durante el desarrollo. Las neuronas en desarrollo deben
extender sus proyecciones axonales hacia el area que han de inervar. Una vez han llegado al
area diana, han de reconocer las células, e incluso el dominio subcelular de éstas, con que han
de establecer contacto. En este ultimo paso se induce la formacidn de los contactos sinapticos
per se, un proceso denominado sinaptogénesis, y posteriormente se refinan estos contactos de
manera que se estabilizan o se acaban eliminando.

Numerosas moléculas y mecanismos gobiernan estos pasos para garantizar el correcto
reconocimiento entre los elementos que se han de conectar. Por ejemplo, el crecimiento y
direccionamiento de axones estd finamente controlado por mecanismos de guia axonal que
pueden tener un efecto atrayente o repelente, y funcionar tanto a distancia como por contacto.
Estos efectos son mediados en la mayoria de casos por las denominadas moléculas guia:
moléculas que desencadenan diferentes procesos intracelulares en el cono de crecimiento

responsables del direccionamiento del axon.

En el sistema septohipocampico en concreto, los axones colinérgicos y GABA¢érgicos
en desarrollo se extienden hacia el hipocampo en etapas embrionarias: se dirigen desde el
MS/DBB hacia el complejo fimbria/fornix gracias al efecto coordinado de Semaforinas y
Netrina (figura 8 y Pascual et al, 2005), y seguramente ayudados por la presencia de los
axones hipocamposeptales que han inervado previamente el septum. Los axones septales
llegan a hipocampo en E17 (Supér and Soriano, 1994). Es a partir de entonces, y durante

estadios postnatales tempranos, cuando tiene lugar la seleccion de diana. Los axones septales
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Figura 8. Moléculas implicadas en la guia de los axones
septohipocdampicos durante el desarrollo embrionario.

La expresion de diversas moléculas de guia axonal y sus
receptores en diferentes regiones del cerebro es responsable
de la guia de los axones septales hacia el hipocampo en
etapas embrionarias. Abreviaturas: BFN, nucleos del forebrain
basal; CC, cuerpo calloso; CING, corteza cingulada; DB, banda
diagonal de Broca; DLS, septum dorsolateral; EC, corteza
Egipgzg: Zﬂ?ﬁgﬂf},@"‘iﬁﬂ i entorrinal; FF, complejo fimbria/fornix; HP, hipocampo; MS,
O Exgmiﬁn ba}a de Sema ﬂ:baja de N?p_, septum medial, STR, estriado. Modificado de Pascual et al.,

B Expresion alta de Nrp-2 2004.
[ Expresion baja de de Sema 3A y Sema 3F

colinérgicos contactan con todos los tipos celulares de hipocampo. En cambio, los axones
GABA¢érgicos muestran uno de los procesos de seleccion de diana mas exquisitos del sistema
nervioso, tanto a nivel celular como subcelular: aunque estos axones invaden todas las capas
del hipocampo y el numero de células principales supera con creces el de las interneuronas,
los axones GABA¢érgicos septales contactan Unicamente con interneuronas GABA¢érgicas
(especificidad a nivel celular), y lo hacen sobre el compartimento somatico y las dendritas
proximales de éstas (especificidad a nivel subcelular), formando los contactos de tipo cesto
caracteristicos de los axones GABAérgicos septohipocdmpicos (Freund and Antal, 1988;
Gulyas et al., 1991).

Las moléculas que controlan estos procesos de especificidad de contacto no se
conocen todavia con detalle. Se han descrito algunas moléculas expresadas en mayor o menor
medida por las neuronas diana de los axones septohipocampicos GABA¢érgicos: Semaforina
3C, factor de crecimiento nervioso (NGF, siglas en inglés de Nerve Growth Factor)...
(Rocamora et al., 1996) Sin embargo, se desconoce todavia qué factores estan implicados en
los procesos de seleccidon y reconocimiento de diana, tanto a nivel de célula como de dominio

de contacto, de los axones GABA¢érgicos septohipocampicos.

Uno de los objetivos de la presente tesis ha sido estudiar el proceso de reconocimiento
de diana de estos axones. Para ello, hemos desarrollado un modelo in vitro donde se han
analizado el papel que ejercen la molécula Semaforina 3C y las aferencias entorrinales sobre
la especificidad de contacto del componente GABAérgico septohipocampico (véase el

apartado Resultados-I).
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1. 4 FUNCION DE LA CONEXION SEPTOHIPOCAMPICA

En términos generales, el septum es una estructura involucrada en procesos relevantes,

por una parte, para el control homeostatico y comportamientos sociales del individuo, debido

a conexiones descendentes hacia areas tales como hipotadlamo, amigdala, etc. Por otra parte,

en concreto el septum medial y especialmente la conexidn septohipocampica estan implicados

en procesos de aprendizaje y memoria, al estar conectados con areas corticales como el

hipocampo.

1.4.1 CIRCUITO DESINHIBIDOR DE LA CONEXION GABAERGICA

SEPTOHIPOCAMPICA

Debido a su  peculiar
conectividad, la conexion
septohipocampica es capaz de

modular y controlar la actividad de
un gran numero de neuronas
hipocampicas. El componente
colinérgico de la conexion ejerce una
ocasiones

activacion  tonica, en

referida como "neuromoduladora",

sobre células principales e

interneuronas de hipocampo. El
componente ~ GABAérgico, en
cambio, contacta Unicamente con los
cuerpos celulares de interneuronas
de hipocampo, que a su vez
establecen sinapsis inhibitorias sobre
neuronas principales. Esta situacion
es el sustrato ideal para un proceso
de desinhibicién, tal y como
propusieron que ocurria en este

sistema Freund y Antal (Freund and
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Figura 9. Proceso de desinhibicion mediado por el
sistema GABAérgico septohipocdampico.

El esquema de (A) representa un circuito en serie de dos
interneuronas inhibidoras (i) y una célula principal (p).
Cuando la primera interneurona se excita, causa la
inhibicion de la segunda interneurona. Esto elimina la
inhibicidn ténica que existia sobre la célula principal, es
decir, se desinhibe. (B) Los elementos que componen este
circuito de desinhibicion en el sistema septohipocampico.
La activacion de la  neurona GABAérgica
septohipocampica inhibe a la interneurona local de
hipocampo, resultando la célula piramidal desinhibida.
Modificado de Freund and Buzsadki, 1996 (4) y de M. Pascual
(B).



Antal, 1988): las neuronas GABA¢érgicas del septum inhiben Unicamente a interneuronas de
hipocampo, que también son GABAérgicas e inhiben, a su vez, a multitud de neuronas
principales. De esta manera, al activarse las neuronas GABA¢érgicas septohipocadmpicas se
elimina la inhibicidn ejercida sobre las neuronas principales de hipocampo, que se activan asi
indirectamente (figura 9). Esta teoria ha sido demostrada posteriormente in vitro mediante
estudios de electrofisiologia en rodajas de cerebro (Toth et al., 1997).

Cabe destacar que la morfologia "en cesto" de los contactos GABA¢érgicos
septohipocdmpicos es especialmente adecuada para causar una inhibicién eficaz sobre las
interneuronas hipocampicas. Esto se debe a que constan de multiples botones sobre una
misma diana y estan localizados en el soma y dendritas proximales de la neurona diana: la
inhibicién recae sobre regiones de la célula claves para la integracidon sindptica, al situarse
proximas al segmento inicial del axén, donde se genera el potencial de accidon. Cada una de
las neuronas GABAdérgicas septales establece este tipo de contacto con multiples
interneuronas de hipocampo simultaneamente, y cada interneurona de hipocampo inerva, a su
vez, a cientos de neuronas principales. Este proceso de divergencia y amplificacion de la sefial

permite gobernar la actividad de

grandes poblaciones neuronales,

controlando tanto el nivel de

Figura 10. Control de los circuitos de
hipocampo por parte de aferencias
inibidoras subcorticales.

Las aferencias GABAérgicas de septum
controlan  todos los  tipos de
interneuronas de hipocampo mediante
contactos en el  compartimento
somatodendritico. Las interneuronas IS
(gris claro) contactan con otras
interneuronas (gris oscuro) que inervan
diferentes compartimentos de las células
principales. De esta manera las neuronas
GABA¢érgicas septohipocampicas son
capaces de afectar profundamente la
actividad de los circuitos inhibidores
locales de hipocampo y, por tanto, de las
células principales. El esquema también
muestra las aferencias desde el rafe sobre
inerneuronas positivas para CB, CR y
VIP. Abreviaturas  adicionales: 5HT,

serotonina; CCK, colecistoquinina: SOM,

somatostatina; VIP, polipéptido intestinal INTERNEURONAS 415" INTERNEURONAS

vasoactivo. Modificado de Freund and (INTERNEURONA- INHIBIDORAS CELULAS
SELECTIVAS DE CELULAS PRINCIPALES

Gulyas, 1997. ) PRINCIPALES
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excitacion como el marco espacial y temporal en que la informacion fluye.

Todo esto, junto con el hecho de que las células diana de esta conexion sean
interneuronas de hipocampo, densamente interconectadas entre ellas y con otras células
principales, permite a la conexion septohipocampica integrar la informacidén proveniente del
septum medial, y otras areas subcorticales conectadas a él, junto con informacion existente en

el hipocampo en ese momento (figura 10).

Por todo ello, y gracias también a ciertas caracteristicas electrofisioldgicas propias de
las neuronas GABAC¢érgicas septohipocampicas, la conexion septohipocdmpica resulta un
elemento clave para controlar la actividad del hipocampo. Esta actividad esta basada, y se
refleja, en determinados patrones oscilatorios de actividad neuronal explicados en el siguiente

apartado.

1.4.2 ACTIVIDAD RiTMICA DE HIPOCAMPO

Si se colocan electrodos en diferentes areas del hipocampo de un roedor, se pueden
observar distintos patrones de actividad eléctrica a lo largo del tiempo, conocidos en general
como "EEG" (siglas de ElectroEncefaloGrafia; tigura 11). E1 EEG refleja la actividad de un
gran nimero de neuronas, especialmente cuando éstas estan dispuestas en una configuracion
laminar y, sobre todo, actuan de manera sincronica, como ocurre con las neuronas principales
de hipocampo. Existen complejos circuitos de control retroactivo (feedback) y anticipativo
(feedforward) de la actividad neuronal, compuestos mayoritariamente por interneuronas
locales, que estabilizan y sincronizan la actividad oscilatoria de las células principales
(Buzséki, 2006). En paralelo, conjuntamente, y a veces a fravés de esas interneuronas
hipocampicas, neuronas del septum y otras areas como el tronco cerebral o el hipotdlamo
proporcionan las aferencias moduladoras o necesarias para garantizar la correcta oscilacion de

la actividad del hipocampo.
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La actividad neuronal del hipocampo se
divide en ritmica y no ritmica, segin los
patrones de EEG que pueden ser
visibles en ratas no anestesiadas durante
diferentes comportamientos del
individuo (figura 11). A su vez, se han
clasificado seis tipos de actividad
ritmica segln su frecuencia (definida en
ciclos por segundo o herzios); la
mayoria de ellas toman el nombre de
una letra griega:
inferiores a 4 Hz), theta (4.1 a 8 Hz),

alpha (8.1 a 12 Hz), beta (12.1 a 26 Hz),

delta (frecuencias

gamma (26.1 a 100 Hz) y oscilaciones

rapidas o ripples (100-200 Hz)
(Buzséki, 2006). Para lo que concierne a
la presente tesis, se trataran unicamente
los ritmos theta y gamma hipocdmpicos
(figura 12). La actividad no ritmica se
clasifica en actividad irregular de gran o
(LIA 'y SIA,

pequefia  amplitud
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Figura 11. Registro encefalogrdfico del hipocampo
de rata durante diferentes comportamientos.

Se muestran fragmentos del EEG de hipocampo de
una rata registrados en diferentes comportamientos
del animal. Notese el patron caracteristico theta en
actividades exploratorias (movimiento, salto, nadar) y
durante el suefio REM. Modificado de Whishaw and
Wanderwolf, 1973.

respectivamente, siglas en inglés de Large Irregular Amplitude- y Small Irregular Amplitude
activiy), pero no se tratard aqui ya que queda fuera del ambito de este trabajo; para una

revision exhaustiva véase (O’Keefe, 2007)

Ritmo theta hipocampico

La actividad oscilatoria de hipocampo en frecuencia theta (de 4 a 10 Hz en roedores)
depende del comportamiento del individuo. En general, se presenta durante el suefio REM y
durante actividades locomotoras de tipo exploratorio o "voluntarias" (Vanderwolf, 1969). Las
ondas theta de hipocampo se han relacionado también con procesos mnémicos, especialmente

memoria y aprendizaje visuoespaciales (Buzsaki, 2005).
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Figura 12. Ondas theta y gamma del EEG. Cada
ventana comprende 1 segundo de registro EEG, y la sefial
se ha filtrado para mostrar ondas theta (7 ciclos/s, arriba)

y gamma (~42 ciclos/s, abajo). Imdgenes de Hugo Gamboa,
2005.
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La actividad registrada en hipocampo a frecuencia theta procede de los potenciales
postinapticos (tanto excitadores como inhibidores) de las células principales del giro dentado
y CAl, mayoritariamente, aunque también de subiculum y corteza entorrinal (Buzséki, 2002).
A estas células, por tanto, se les denomina generadores de corriente, puesto que es la
corriente eléctrica derivada de su actividad, y no la de otras células, la que constituye el
registro electrofisiologico. Hay que distinguir este tipo de células de los llamados
generadores de ritmo —esto es, los mecanismos (celulares o de circuito) responsables de la
aparicion y control del patrén oscilatorio a una frecuencia determinada. En el caso del ritmo
theta, se han descrito diversos mecanismos intra- y extrahipocampicos generadores de ritmo,
que involucran tanto a células principales como a interneuronas inhibidoras.

Se sabe que el complejo del septum medial y la banda diagonal de Broca (MS/DBB)
es necesario para que tenga lugar la actividad theta hipocampica, ya que las lesiones del
MS/DBB o del complejo fimbria-férnix (que comunica septum e hipocampo entre si)

MS/DBB Hipocampo eliminan la actividad theta hipocampica (Green and

A
4 % =9 Arduini, 1954; M'Harzi and Monmaur, 1985). El

mecanismo responsable de este control septal del ritmo

theta hipocampico subyace en una subpoblacion de

células GABAérgicas del MS/DBB que proyectan a

hipocampo y actian de marcapasos, transmitiendo

actividad ritmica del septum al hipocampo. La vision

actual del mecanismo sostiene que el aumento de la

> (.V \. ny/ excitacion del septum medial (tanto por activacion de

4

Figura 13. Mecanismo septohipocdimpico de generacion del ritmo theta.

Los circulos representan neuronas GABA¢érgicas; los triangulos, células piramidales. (A) En
estados no-theta, sélo las células que disparan constitutivamente (en color oscuro) muestran
oscilaciones en frecuencia theta (representado por la onda de gran amplitud al lado de la célula),
pero de manera independiente unas de otras. (B) Las células GABAérgicas septohipocampicas se
activan bruscamente por la excitacion proveniente de vias ascendentes (flechas a la izquierda) y
del tono colinérgico local (intensidad del color amarillo de fondo). (C) Las oscilaciones theta
dictadas por las células GABAérgicas septales se extienden por el MS/DBB y el hipocampo,
involucrando a diferentes tipos neuronales. Las conexiones reciprocas desde hipocampo
contribuyen al mantenimiento del ritmo theta. Modificado de Hangya, 2009 (4, B y C).
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neuronas de circuito local como por aferencias desde el propio hipocampo, rafe medial,
hipotdlamo u otras regiones) provoca una activacion brusca de las neuronas GABAérgicas
septohipocdmpicas, comienza la actividad marcapasos septal que se transmite al hipocampo y,
en ese momento, otros osciladores intrahipocampicos se sincronizan a las oscilaciones
dictadas por el septum para aumentar la actividad de las células generadoras de corriente a
frecuencia theta y en fase (Hangya et al., 2009). En esta situacion, las conexiones reciprocas
de hipocampo a septum colaboran con las septohipocampicas para mantener ambas

estructuras oscilando de manera sincrénica (figura 13).

Ritmo gamma hipocampico:

A diferencia de la actividad theta, las oscilaciones en frecuencia gamma (40-100 Hz)
presentes en el hipocampo no son el resultado de una actividad generalizada de las células
principales a esa frecuencia, sino que sus generadores de corriente son pequefios conjuntos de
neuronas que se activan al unisono; varias de estas agrupaciones neuronales activas
simultdneamente son capaces de generar el patron gamma visible en el EEG de hipocampo. El
hecho de tratarse de pequefios grupos neuronales, junto con la alta frecuencia de actividad,
atribuye a las oscilaciones gamma una capacidad de coordinar rapidamente grupos neuronales
concretos. Se cree que esto sirve para seleccionar de manera rapida las aferencias que llegan a
ciertas areas de hipocampo, asociar neuronas en grupos funcionales, recuperar recuerdos
necesarios para realizar una tarea previamente aprendida o determinar qué aspectos de una
experiencia se memorizaran (Colgin and Moser, 2010).

Las oscilaciones gamma hipocdmpicas se observan durante comportamientos tanto
asociados al ritmo theta como no asociados a él. Frecuentemente la actividad gamma coincide
con el ritmo theta, y entonces varios parametros de las oscilaciones gamma se modulan en
funcién de, o conjuntamente con, las oscilaciones theta (Chrobak and Buzsaki, 1998). A esta
situacion se la denomina "acoplamiento theta-gamma" (figura 14). Sin embargo, ambas
actividades tienen generadores ritmicos independientes. Actualmente, se propone que existen
al menos dos generadores independientes de oscilaciones gamma hipocampicas: el giro
dentado (cuya actividad depende, a su vez, de la informacion proveniente desde la corteza
entorrinal) y la regiéon CA3 (Colgin and Moser, 2010). La compleja red de interneuronas de

hipocampo es crucial para las oscilaciones gamma. En concreto, las interneuronas de tipo
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cesto (Parvalbumina’) muestran actividad resonante’ en frecuencias gamma y presentan
uniones de tipo hendidura, o gap junctions, que permiten una rdpida sincronizacion de las
células que las comparten y son necesarias para una correcta actividad gamma (Buhl et al.,
2003). La conexion GABAérgica septohipocampica, al inervar densamente la red de
interneuronas de hipocampo y en especial las interneuronas hipocampicas de tipo cesto, puede
tener un papel en la modulacion del ritmo gamma, como se vera mas adelante en la presente

tesis (véase el apartado Resultados-II).
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Figura 14. Acoplamiento theta-gamma en el hipocampo.

A la izquierda se muestra la sefial de EEG registrada simultdneamente en diferentes puntos (a-f) de la
corteza entorrinal de una rata. La sefial se ha filtrado para mostrar actividad gamma (ondas rapidas) y
theta (ondas lentas). Las ondas gamma presentan mayor amplitud en determinadas fases del ciclo theta
(flechas). A la derecha se muestra en detalle la codificacion de recuerdos mediado por ondas gamma y
su acoplamiento con la fase de las ondas theta. Modificado de Buzsdki, 2006.

1.4.3 OTRAS FUNCIONES

A principios de los afios 1950, Olds y Milner demostraron que la estimulacion
eléctrica de la region septal de ratas tiene un efecto de recompensa, hasta tal punto que podian
entrenar a los animales para que se estimulasen ellos mismos mediante un comportamiento
operante como presionar una barra (Olds and Milner, 1954). Estos experimentos se
denominan de autoestimulacion y permiten analizar qué areas del cerebro estan implicadas en
circuitos de refuerzo positivo o recompensa.

En la presente tesis se pretende determinar el mecanismo por el cual la conexion
GABACérgica septohipocampica interviene en procesos de refuerzo operante y motivacion, y
como el septum modula la actividad de hipocampo durante tales comportamientos (véase

Apéndice de Resultados-I).

* . . . . . .

Se define resonancia como la tendencia de un sistema, en este caso las interneuronas de tipo cesto, a oscilar
con mayor amplitud preferentemente en una frecuencia que en otras. En las frecuencias resonantes, incluso
mecanismos débiles de generacion del ritmo son capaces de producir oscilaciones de gran amplitud.
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Capitulo 2: Enfermedad de Alzheimer v

Envejecimiento Fisiologico

Este capitulo no pretende ser una revision exhaustiva sobre la enfermedad de
Alzheimer y el envejecimiento, sino presentar en primer lugar una visidn basica de la
enfermedad, resaltando algunos de sus aspectos neuropatoldégicos mas relevantes en el
contexto de esta tesis. Se expone a continuacion, brevemente, el proceso de envejecimiento
fisiologico del cerebro y sus consecuencias. Por ultimo, se describen los datos existentes
sobre el estado de la conexidn septohipocampica durante el envejecimiento fisiologico y la

enfermedad de Alzheimer, tanto en humanos como en modelos animales de experimentacion.

2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1.1 INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA; o AD, siglas en inglés de Alzheimer's Disease) es
una enfermedad neurodegenerativa que fue descrita por primera vez por el médico aleman
Aloysius "Alois" Alzheimer a principios del siglo XX (Alzheimer, 1907). Las caracteristicas
patofisiologicas tipicas de la EA son una deposicion progresiva de placas seniles y ovillos
neurofibrilares en areas especificas del tejido cerebral, acompafiada de una pérdida de la
funcion sinaptica y degeneracion neuronal.

La EA se ha posicionado en los ultimos afios como el tipo de demencia mas frecuente:
en 2009 afectaba a 36 millones de personas en todo el mundo (casos diagnosticados) (Prince
M., 2009). Esta enfermedad se caracteriza, clinicamente, por una pérdida de memoria
episddica que cursa acompafiada de otros déficits cognitivos: fallos en la resolucion de
problemas, la atencion, el céalculo, el lenguaje, la percepcion y procesamiento visuoespaciales
o el comportamiento. En algunos casos se presentan sintomas psicéticos como alucinaciones
o delirios. Se ha descrito una situacidn patologica previa a la EA llamada "deterioro cognitivo
leve" (o MCI, siglas en inglés de Mild Cognitive Impairment), que en un alto porcentaje de

pacientes deriva en EA.
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La mayoria de casos de EA se diagnostican en personas mayores de 65 afios y toman,
por tanto, el nombre de EA de aparicion tardia. En el 5-10% de los casos, sin embargo, los
sintomas clinicos aparecen a mediana edad. El término EA4 de aparicion temprana se refiere a
estos casos, que frecuentemente estdn relacionados con mutaciones u otras alteraciones en
algunos de los genes involucrados en la patofisiologia de la EA (APP, PSEN-1y PSEN-2; se
describiran mas adelante en el texto). Por este motivo también se los denomina casos de
Alzheimer familiar, en contraste con los casos de aparicion tardia, llamados también
esporadicos y no relacionados con la historia familiar y genética previa del paciente.

Actualmente existen solo tratamientos paliativos que disminuyen los sintomas pero no
limitan ni revierten el avance de la enfermedad. Por esta razon, y debido al gran impacto
social y econdmico de la EA, se esta haciendo un gran esfuerzo por parte de la comunidad
investigadora a nivel mundial con el objetivo de determinar las causas, mecanismos
patologicos involucrados y posibles terapias de la enfermedad. Una de las estrategias mas
explotadas para conseguirlo ha sido la creacién y analisis de modelos animales de EA, en
especial de cepas transgénicas de ratones con alteraciones en genes relacionados con la EA

familiar (véase el apartado 2.1.4, Modelos animales de enfermedad de Alzheimer)

2.1.2. CARACTERISTICAS NEUROPATOLOGICAS

La confirmacion del diagnostico de EA so6lo puede obtenerse mediante la autopsia del
cerebro del paciente, para comprobar si se presentan en el tejido nervioso las caracteristicas

neuropatoldgicas tipicas de la enfermedad:

Placas seniles

También llamadas placas amiloides, son acumulaciones extracelulares de proteinas
insolubles, mayoritariamente péptido beta (p)-amiloide, y otros elementos celulares
patologicos. Son visibles histolégicamente mediante tinciones con compuestos aromaticos
como la tioflavina T o el rojo congo, ademas de mediante inmunodetecciones especificas de
sus componentes (figura 16, A). Las placas amiloides o placas neuriticas tienen una

o e , , . , . *
composicion heterogénea, con un nucleo de fibrillas de proteinas B-amiloide entorno al cual

* . . .7 r . . . . .

Se define amiloide como la acumulacion (tipicamente extracelular) de material proteico que polimeriza
anormalmente en estructura de lamina 3 cruzada, altamente insoluble. Este proceso no es exclusivo de APP, sino
que numerosas proteinas pueden sufrir este cambio conformacional y resultar amiloidogénicas.
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se encuentran axones distroficos y procesos astrociticos y microgliales (Masters and Selkoe,
2012).

La Proteina precursora del B-amiloide (APP, siglas en inglés de Amyloid Precursor
Protein) es una proteina integral de membrana presente en los terminales sindpticos que esta
codificada por el gen APP. Aunque su funcidn fisiologica no se conoce con detalle, se sabe
que esta involucrada en la formacién y funcion de sinapsis (Priller et al., 2006). Distintas
proteasas de la familia de las secretasas procesan secuencialmente la APP en diferentes
dominios. En la via amiloidogénica de procesamiento de APP (figura 15), la proteolisis
secuencial por parte de los complejos enzimaticos - y y-secretasa produce un fragmento final
de entre 36 y 42 aminodacidos, llamado péptido Af, que es liberado al espacio extracelular
(Haass et al., 2012). La subunidad catalitica del complejo y-secretasa es la proteina
Presenilina (PSEN), codificada por los genes PSEN-I1 y PSEN-2. Determinadas mutaciones
tanto de APP como de PSEN-1y PSEN-2 se han asociado a la variante familiar de EA.

Membrana celular

Citosal
APP

Figura 15. Procesamiento proteolitico de la
proteina precursora del amiloide (APP) y Via ~ Via
formacién del péptido f-amiloide. no amiloidogénica / lelmdagemca
En la via amiloidogénica, el complejo B-

secretasa procesa la proteina APP; la
subsecuente protedlisis mediada por -

secretasa produce el péptido B-amiloide (AP). /’

En la via no amiloidogénica, el complejo a- a-secretasa B-ascratasa
secretasa proteoliza el dominio AP de APP, (ADAM1D, (BACE) |
S . . TACE)

impidiendo la formacion de péptido f-

amiloide por parte del complejo y-secretasa.

Modiificado de N. Hooper y T. Turner, [Ap]
http://www.fbs.leeds.ac.uk/staff/Hooper N/alzhei y-secretasa

(Presenilinas)
mers.htm.

Diversos mecanismos que ain no se conocen con detalle provocan un cambio de
conformacién del péptido AP, de hélice alfa a ldamina beta, disminuyendo asi su solubilidad.
Cabe destacar que diferentes formas del péptido AP tienen mayor o menor tendencia a
agregar, dependiendo de qué modificaciones postraduccionales hayan sufrido (p.ej., sitio de
proteolisis), siendo el péptido AP 1,4, mas agregante que el AP ;_,40, por mencionar dos de las
formas mas comunes. Sucesivos pasos de agregacion de estos péptidos, que incluyen especies
intermedias denominadas oligémeros y protofibrillas, culminan en la formacién de fibrillas

altamente insolubles que se acumulan en forma de agregados en el espacio extracelular
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(Masters and Selkoe, 2012). Estos agregados acaban formando nucleos amiloides densos
entorno a los cuales se asocian otros componentes proteicos o celulares en proceso de
degeneracion, componiendo asi las denominadas placas neuriticas. El término placa difusa se
aplica a las acumulaciones de péptido AP insoluble que no presentan un nucleo denso
amiloide, y parecen ser la forma previa a las placas neuriticas.

Actualmente se propone que las formas solubles del péptido AP también son capaces
de afectar la funcion sindptica, incluso mas que las formas insolubles (fibrillas) presentes en
las placas neuriticas maduras. La "hipotesis de la cascada amiloide" postula que el péptido Ap
es el responsable de desencadenar la cascada de eventos que da lugar a la EA, aunque a dia de
hoy se desconocen los mecanismos a través de los cuales se daria este proceso (Hardy and
Selkoe, 2002; Citron, 2004).

En las primeras fases (preclinicas) de EA se detectan depdsitos de péptido AP en areas
corticales (neocortex, hipocampo), diencéfalo y ganglios basales. En estados mas avanzados,
las placas amiloides se extienden hacia el cerebro medio y posterior (Thal et al., 2004). Hay
que remarcar que las placas amiloides estan presentes asimismo durante el envejecimiento
normal, y aunque también se aucumulan de manera progresiva, lo hacen de manera mas

homogénea en el cerebro.

Oyvillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares (NFT, siglas en inglés de NeuroFibrillar Tangles) son
inclusiones fibrilares intracelulares que se extienden a lo largo del soma y dendritas
proximales de neuronas, principalmente piramidales de hipocampo pero también en otras
regiones cerebrales (figura 16, B). Se pueden detectar mediante tinciones de plata.

El componente mayoritario de los ovillos neurofibrilares es la proteina Tau, una
proteina de uniéon a microtibulos involucrada en el transporte axonal. La fosforilacion
anormal de Tau causa su agregacion en forma de fibras de naturaleza amiloide, denominadas
filamentos pareados helicoidales (PHF, siglas en inglés de Paired Helical Filaments),. Estos
PHF se agregan formando los ovillos neurofibrilares (Mandelkow and Mandelkow, 2012).
Los NFT también contienen otros componentes, en su mayoria elementos asociados al
citoesqueleto neuronal. Cuando la neurona que los contiene degenera, los NFT persisten en el
neuropilo. En la EA también se observan PHF en neuritas distroficas asociadas a placas
seniles.

Los NFT no son exclusivos de la EA, sino que son un elemento caracteristico de

numerosas demencias, denominadas en general taupatias, e incluso se pueden observar
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durante el envejecimiento normal. Sin embargo, es caracteristico de la EA que la presencia de
NFT esté restringida a determinadas regiones, extendiéndose desde la corteza entorrinal e
hipocampo hasta invadir buena parte del neocortex y otras areas subcorticales a medida que la

enfermedad progresa (Braak and Braak, 1994). A

Figura 16. Placas amiloides y ovillos neurofibrilares
en el cerebro de pacientes de enfermedad de
Alzheimer.

(A) La deteccion del péptido AP42 permite visualizar
placas amiloides presentes en tejido cerebral afectado |
por EA. (B) Los ovillos neurofibrilares se presentan
como agregados de Tau, acumulados especialmente en
el compartimento somatodendritico de las neuronas.
Escala: 125 um (A), 62.5 um (B). Modificado de LaFerla,
2005 (4 y B).

2.1.3. CARACTERISTICAS PATOFISIOLOGICAS

Disfuncion sinaptica

Se ha comprobado que hay una disminucién de la densidad sinaptica (i.e., cantidad de
botones sinapticos por unidad de volumen) en pacientes de EA y animales modelo de la
enfermedad. Esta disminucidon correlaciona con los déficits cognitivos mejor que otras
caracteristicas neuropatologicas, como por ejemplo la presencia de placas seniles o la
actividad del enzima ChAT (Scheff SW, 1996).

Los defectos en el nimero y funcionamiento de las sinapsis son uno de los factores
responsables de fallos en la transmisidn sindptica. Estudios funcionales realizados en modelos
animales de EA que sobreexpresan el gen APP humano han demostrado alteraciones en los
parametros funcionales de algunas sinapsis hipocampicas, incluyendo cambios en los
fenomenos de potenciacion y depresion sinaptica a largo plazo implicados en procesos de
aprendizaje y memoria (Larson et al., 1999; Giacchino et al., 2000; Mucke et al., 2000).
Dichas disfunciones sinapticas se observan antes de que se produzcan los cambios patologicos
asociados a la EA. Este hecho apoya la teoria de que formas solubles del péptido AP, previas

a la formacién de placas amiloides, son suficientes para causar dafio en el compartimento
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sindptico, tal y como se ha demostrado con experimentos funcionales en que estas especies

solubles de péptido AP son aplicadas a determinadas sinapsis in vitro (Shankar et al., 2008).

En los ultimos afios se ha propuesto que las disfunciones sindpticas observadas en esta
enfermedad tienen consecuencias en un nivel de organizacion superior y afectan ademads a
otros elementos no glutamatérgicos: causarian una disfuncién de determinados circuitos y, en
ultimo término, una actividad aberrante de redes neurales, como se ha observado por ejemplo

en algunos pacientes y modelos animales de EA (Palop et al., 2007).

Déficits colinérgicos

El sistema colinérgico del prosencéfalo basal estd formado por neuronas colinérgicas
situadas en el MS/DBB y en el nucleo basal de Meynert (llamado nicleo magnocelular del
prosencéfalo basal en ratones). Estas neuronas proyectan a regiones corticales tales como
hipocampo y neocortex, y a otras regiones del sistema limbico como la amigdala. Su efecto es
neuromodulador, activando de manera uniforme y tonica las regiones diana.

Como se ha comentado en el capitulo de la conexidén septohipocadmpica, tanto los
somas de las neuronas colinérgicas como sus axones contienen las enzimas ChAT y AchE
(Zaborszky, 2012), ampliamente utilizadas como marcadores para comprobar el estado del
sistema colinérgico en varias situaciones, incluida la enfermedad de Alzheimer. Una de las
caracteristicas descritas desde hace mas tiempo en la EA son los déficits en el sistema
colinérgico (Davies and Maloney, 1976): disminucién de las fibras colinérgicas y de la
enzima ChAT, menor concentracién del neurotransmisor acetilcolina en el tejido, e incluso
degeneracion de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Schliebs and Arendt, 2006).

Estas observaciones llevaron a postular la "hipotesis colinérgica de la disfuncion de
memoria en la EA", en que los déficits cognitivos observados durante la enfermedad se
atribuyen a estas alteraciones colinérgicas (Bartus et al., 1982; Bartus, 2000). De hecho, la
mayoria de farmacos utilizados en EA son inhibidores de enzimas que degradan acetilcolina
(colinesterasas), con objeto de aumentar la cantidad de acetilcolina disponible en las regiones
que han sufrido una reduccion del tono colinérgico (Thal, 1994). Sin embargo, nuevas
técnicas de deteccion de marcadores colinérgicos y el uso de mejores controles en estudios
con humanos han llevado a un cambio en la vision actual sobre el tema: la disminucién de la
inervacion colinérgica en regiones corticales y la muerte de estas neuronas son fenomenos que
suceden en estadios mas avanzados de la enfermedad. En las fases tempranas de EA, en

general, no se ha reportado una disminucién de los marcadores colinérgicos. En ocasiones, en
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estas fases tempranas se han descrito niveles de las enzimas ChAT o AchE incluso superiores
a los de pacientes no dementes (DeKosky et al., 2002). Por tanto, la muerte de neuronas
colinérgicas es efectivamente una caracteristica patofisiolégica de la EA, pero ocurre
unicamente en estados moderados o avanzados de la enfermedad.

En conclusion, la perspectiva actual es que el sistema colinérgico sufre alteraciones
funcionales en EA, y hay pérdida de neurona colinérgicas, pero esto sucede en estados
moderados o avanzados de la enfermedad y no explica por completo la patogénesis ni los
sintomas clinicos del Alzheimer, especialmente en sus fases mas tempranas (Davies, 1999;

Mesulam, 2004).

2.1.4. MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Como en otras enfermedades, es crucial disponer de modelos animales de EA validos
para investigar los mecanismos de la enfermedad y evaluar tratamientos y estrategias
preventivas. Por ello, se han creado numerosos modelos animales que intentan reproducir los
sintomas y caracteristicas patofisiologicas de la EA mediante técnicas de manipulacion
genética, tratamientos bioquimicos y farmacologicos, o lesiones, entre otras (Woodruff-Pak,
2008).

Tras el descubrimiento de algunas de las mutaciones asociadas a las formas familiares
de EA, se han creado cepas de ratones alterados genéticamente, especialmente cepas
trangénicas que sobreexpresan uno o varios de los genes y proteinas implicadas en la
patofisiologia de la enfermedad: APP, ApoE4, PSEN1/2, Tau, En la tabla 1 se sumarizan
algunos ejemplos. Aunque se han reproducido muchas de las caracteristicas neuropatologicas
de la enfermedad, a dia de hoy no existe ningun modelo animal que reproduzca todos los

procesos patologicos descritos en la EA (Duyckaerts et al., 2008; Woodruff-Pak, 2008).

La linea transgénica J20

Para llevar a cabo los experimentos de la presente tesis se ha utilizado la cepa de raton
transgénico J20, desarrollada por el equipo investigador del Dr. Mucke en la Universidad de
California, San Francisco (EE.UU.). Los ratones transgénicos de esta cepa sobreexpresan el
gen APP humano portador de las mutaciones de Alzheimer familiar Swedish (K670N y
M671L) e Indiana (V717F), bajo el control del promotor humano de la cadena beta del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFp, siglas en inglés de Platelet-Derived Growth
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Factor Beta chain; figura 17, A), que dirige la expresion del transgén en neuronas (Mucke et

al., 2000).

A Espacio Extracelular Citosal
hAPP Figura 17. Mutaciones de hAPP
NH [ cooh en la cepa J20 y patologia
amiloide en hipocampo.
p-Secretasa & Secrelasa (A) Mutaciones presentes en el

gen hAPP que se sobreexpresa

NHg - ooses vm»{nusmsurmnqxivr?unv@m@ﬁﬁﬂﬁ
! : en los ratones de la cepa J20. (B,

Mutacién — .
Doble C) La deteccion de placas
Swedish . .
amiloides con el anticuerpo 3D6

670671

(en marrén) muestra numerosas
placas seniles en el hipocampo
de transgénicos J20 de 10 meses
(C), en comparacién con un
ratbn WT de 15 meses (B).
Escala: 300 pum. Modificado de
Mucke, 2000 (4, By C).

Los animales positivos para el transgén muestran altos niveles de péptido AP en el
tejido cerebral a partir de los 5-6 meses de edad y presentan deposicion de placas amiloides en
el hipocampo y neocoértex a los 8 meses, que aumentan progresivamente con la edad (figura
17; Mucke et al., 2000; Leissring et al., 2003). En el hipocampo de estos animales se ha
detectado una disminucién de marcadores presindpticos, asi como un recrecimiento anoémalo
de determinados axones. Experimentos in vitro con rodajas de hipocampo de transgénicos de
la linea J20 muestran, ademas, alteraciones funcionales en algunas de las sinapsis de los
circuitos hipocampicos (Palop et al., 2007).

Los déficits cognitivos de estos animales se presentan a partir de los 4-5 meses de
edad, e incluyen fallos en el aprendizaje espacial y la memoria de reconocimiento de objetos,
hiperactividad e hiperexcitabilidad inducida por fairmacos (Palop et al., 2007; Sanchez-Mejia
et al., 2008).

En la presente tesis se investiga el estado de la conexion GABAérgica
septohipocdmpica en el modelo J20 y se aborda la caracterizacion de la funcidn hipocampica
de estos ratones por primera vez in vivo (véase los apartados Resultados-1I y Apéndice de

Resultados-I).
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2.2 ENVEJECIMIENTO

Aunque actualmente existe un gran esfuerzo cientifico dedicado a investigar la
enfermedad de Alzheimer, cada vez més se pone de manifiesto la necesidad de estudiar la
situacion no patoldgica del cerebro en edades avanzadas no so6lo para establecer las
diferencias, similitudes o posible relacion entre ambos procesos, sino también para conocer y
tratar el declive que tiene lugar durante el envejecimiento, especialmente en una poblacion

mundial cada vez mas envejecida.

El envejecimiento fisiolégico o "normal" es un proceso natural, no patologico, que
engloba las transformaciones que sufre un organismo como consecuencia de diversos cambios
de naturaleza fisica, quimica o bioldgica que tienen lugar a nivel celular. Se considera que el
envejecimiento comienza en humanos a los 65 afios de edad. En otros animales este pardmetro
no estd tan bien definido, pero de manera general se sitia en la edad correspondiente a un
50% de la esperanza de vida de la especie considerada. Un aspecto muy importante a destacar
es la enorme variabilidad entre individuos en cuanto al momento en que comienza el proceso
de envejecimiento, su evolucion a lo largo del tiempo y el grado de afectacion.

El sistema nervioso es uno de los numerosos 6rganos afectados por el envejecimiento
normal. Como consecuencia de ello, se desarrollan una serie de alteraciones en las funciones
cerebrales del individuo, sin que llegue a considerarse un proceso patoldgico. En humanos, las
principales funciones cognitivas afectadas en el envejecimiento son la atencién y la memoria
(Kensinger, 2009). Se ven especialmente perjudicadas las tareas que requieren un control
flexible de la atencidn, por lo que se cree que estd afectada de alguna manera la memoria de
trabajo (working memory) (Hertzog et al., 2003). Sin embargo, los fallos cognitivos por
excelencia del envejecimiento se refieren a la memoria episodica, es decir, la memoria
declarativa referente a determinados eventos o experiencias vividas. Tanto en humanos como
en animales de experimentacion envejecidos se han observado, ademas, fallos en el
aprendizaje y la memoria visuoespaciales (i.e., referentes al entorno y la orientacién espacial
del individuo con ayuda de informacién visual; Barnes, 1988; Newman and Kaszniak, 2000).

Intimamente ligadas a estas alteraciones cognitivas subyacen alteraciones en la
estructura y funcion del cerebro. Aunque existen datos contradictorios al respecto (Smith et
al., 2004), actualmente se admite que no existe muerte y pérdida de neuronas corticales

durante el envejecimiento (West et al., 1994; Rapp and Gallagher, 1996; Keuker et al., 2003).
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En cambio, existen alteraciones en la conectividad de las neuronas existentes, ya sea a nivel
estructural, fisioldgico o molecular. Estas alteraciones incluyen déficits de determinados
neurotransmisores, cambios en el compartimento dendritico de las sinapsis, fallos en la
transmision sindptica y una menor plasticidad sindptica (a corto y largo plazo), segin datos
obtenidos en estudios sobre hipocampo de humanos pero, sobretodo, de animales de
experimentacion (Burke and Barnes, 2006; Penner et al., 2007).

Algunas de las caracteristicas neuropatolédgicas tipicas de la enfermedad de Alzheimer
estdn presentes durante el envejecimiento, como las placas amiloides y los ovillos
neurofibrilares. En este tltimo caso, sin embargo, la densidad de ovillos por neurona es menor
que la observada en individuos con EA y su distribucion difiere, restringiéndose tinicamente a
los nucleos olfactorios, zona parahipocampica, amigdala y corteza entorrinal (Price et al.,

1991).

Por ultimo, hay que tener en cuenta que la edad es un factor de riesgo para desarrollar
demencias seniles, y por ello en ocasiones es dificil discernir entre el envejecimiento
fisioldgico (y los déficits cognitivos asociados a €l) y los procesos patologicos. De hecho, el
deterioro cognitivo leve (MCI) es un concepto médico que podria considerarse como enlace
entre ambas situaciones (Petersen Rc, 1999). Mientras que algunos expertos consideran que
determinadas enfermedades neurodegenerativas son un proceso diferenciado del
envejecimiento normal, otros consideran que tales enfermedades son causadas por la
acumulacién de insultos o alteraciones a los cuales un sistema envejecido no seria capaz de

hacer frente, produciéndose entonces la situacion patologica (Herrup, 2010).
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2. 3. ESTADO DEL PROSENCEFALO BASAL Y LA
CONEXION SEPTOHIPOCAMPICA EN ENVEJECIMIENTO
Y ALZHEIMER

El prosencéfalo basal es una region especialmente afectada en la EA. En humanos,
este sistema estd compuesto por varios nucleos, incluyendo el MS/DBB vy el ntcleo basal de
Meynert (NBM). La mayoria de estudios de envejecimiento y Alzheimer realizados en
pacientes humanos se han centrado en el componente colinérgico de esta region, debido a los
estudios pioneros de Davies y Maloney en autopsias de afectados de EA que sentaron las
bases para la hipdtesis colinérgica de la enfermedad (Davies and Maloney, 1976).

Como se ha apuntado anteriormente, actualmente se asume que no es la muerte, sino
los cambios degenerativos de estas neuronas a nivel funcional, uno de los responsables de las
deficiencias de memoria asociadas con el envejecimiento. Esto ocurre durante el deterioro
cognitivo leve y las primeras fases de EA esporadica: hay un fallo en la funcion colinérgica,
especialmente en el soporte neurotréfico de estas neuronas (NGF y sus receptores p75, trkA),
cambios en la liberacidon y recaptacion de acetilcolina y en los receptores nicotinicos y
muscarinicos (Schliebs and Arendt, 2011). En cambio, durante las fases moderadas y
avanzadas de la EA esporadica, y ya en el inicio de la variante familiar de EA, se observa
menor inervacioén colinérgica cortical y, finalmente, una muerte de neuronas colinérgicas,
especialmente en el MS/DBB (Mufson et al., 2003). Los estudios en animales de
experimentacion también muestran fallos en el sistema colinérgico en ratas envejecidas
(Greferath et al., 2000), ratones transgénicos modelo de EA, sobretodo a edades avanzadas
(Aucoin et al., 2005), y en ratas sometidas a inyecciones de péptido B-amiloide en el septum

medial (Colom et al., 2008).

En cuanto al estado del componente GABAfrgico del prosencéfalo basal en
envejecimiento y EA, hay pocos datos disponibles y la mayoria de ellos son recientes.

En general, durante el envejecimiento humano y la EA, disminuye la expresion de
marcadores GABAérgicos en varias areas del cerebro (Rissman et al., 2007; Loerch et al.,
2008; Rissman and Mobley, 2011), y experimentos en ratas o ratones envejecidos han
demostrado una disminucion en el namero de células del MS/DBB que contienen mRNA de
GAD67 (Han et al.,, 2002) o la proteina Parvalbumina (Krzywkowski et al., 1995;
Madhusudan et al., 2009; Stanley and Fadel, 2011). También algunas subpoblaciones de

58



interneuronas hipocampicas, diana de los axones GABAérgicos septohipocampicos, se han
visto disminuidas o funcionalmente alteradas en varios estudios de envejecimiento (Stanley
and Shetty, 2004; Stanley et al., 2011).

Algunos trabajos ya demostraron, hace muchos afios, ciertas alteraciones a nivel
electrofisiologico (disminucion del ritmo theta hipocampico) y comportamental que sugerian
defectos en la conexion septohipocampica en procesos de envejecimiento (Miles and Dement,
1980; Bliwise, 1993; Abe and Toyosawa, 1999). Mas recientemente, en ratones de la cepa
esporadica SAMPS, que muestran una senescencia acelerada y ademads sobreexpresan App en
diversas areas del cerebro, se han detectado déficits de memoria e indicios de una alteracion
funcional de la conexidén septohipocdmpica (Flood and Morley, 1997), como también se
observa en registros electrofisioldgicos de células del MS/DBB en ratas envejecidas (Apartis

et al., 2000).

En los ultimos afios, y sobretodo durante el transcurso de esta tesis doctoral, se han
publicado varios estudios de EA utilizando modelos animales, algunos de los cuales apuntan a
una susceptibilidad especifica de la conexion GABAérgica septohipocampica y/o de sus
dianas en hipocampo. Ademas, un punto importante a tener en cuenta es que gracias al uso de
animales de experimentacion se ha podido analizar més exhaustivamente la funcién de estas
neuronas, mediante estudios electrofisioldgicos o comportamentales mas adecuados que los
que se pueden llevar a cabo en pacientes humanos.

Por un lado, la amiloidosis inducida en ratas mediante inyecciones de péptido P-
amiloide en el hipocampo causa un fallo en el ritmo theta hipocampico y peor reconocimiento
visuoespacial por parte de los animales tratados. Lo que es mas importante: en esta situacion,
se ha visto que la actividad de las células GABAérgicas septohipocampicas esta reducida en
cuanto a la frecuencia de disparo (Villette et al., 2010). Ademas, en este mismo modelo, las
células hipocampicas que proyectan de vuelta al septum (inmunopositivas para Calbindina y/o
Somatostatina) también estan afectadas, con lo que el didlogo entre septum e hipocampo, tan
importante para el correcto funcionamiento del bucle septo-hipocampo-septal, se veria
comprometido (Villette et al., 2011). Cabe destacar que otros estudios de amiloidogénesis,
inducida en este caso en el septum medial aunque con diferentes especies de B-amiloide, no
han demostrado apenas pérdida o dafio de neuronas GABA¢érgicas (segun inmunorreactividad
para GADG67) pero si de neuronas totales y, especificamente, colinérgicas. En estos animales,
sin embargo, también se observo un descenso de la actividad theta en hipocampo en las

frecuencias maximas (Colom et al., 2008).
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Por otro lado, se han realizado diversos estudios en ratones transgénicos que
sobreexpresan genes asociados a la forma familiar de EA, ya sea de manera aislada o
combinada. En cuanto a las interneuronas hipocampicas (dianas de la conexion GABAérgica
septal) existen datos contradictorios en diferentes modelos de EA. Por lo general, no existe
apenas pérdida de interneuronas en cepas transgénicas que expresan unicamente formas
mutadas del gen #Z4PP. En cambio, en modelos de doble transgénesis (hAPP junto con
PSEN1/2 o Tau) estas alteraciones son mas frecuentes (Wirths and Bayer, 2010).

Muy pocos estudios, por el contrario, se han centrado en el andlisis de las neuronas
septohipocdmpicas en estos modelos. En ratones transgénicos de 13 meses de la cepa Thy-
Tau22 (Schindowski et al., 2006) se observan menos células septales que proyectan a
hipocampo, aunque lamentablemente no se estudid la naturaleza de esas neuronas en cuanto al
neurotransmisor utilizado (Belarbi et al., 2009). En otro caso, un estudio reciente realizado
con ratones de la cepa TauPS2APP (Grueninger et al., 2009), los animales transgénicos de 12
y 18 meses de edad presentan menos células GABAérgicas septohipocampicas
(inmunorreactivas para Parvalbimina) y una menor cantidad de neuronas del giro dentado
positivas para Neuropéptido Y (NPY). A nivel funcional, estos animales presentan una mayor

potenciacion de la sinapsis de la via perforante del hipocampo (Loreth et al., 2012).

Los escasos datos sobre el estado de la conexidon GABAérgica septohipocampica de
que se dispone, junto con la importancia funcional de esta via en procesos cognitivos que se
ven afectados durante el envejecimiento y la EA, han llevado a plantear el segundo objetivo
de esta tesis: estudiar exhaustivamente esta conexion durante el envejecimiento normal y en la
cepa transgénica J20 de ratdn, tanto a nivel histologico como funcional (véase el apartado

Resultados-II).
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La conexion GABAc¢érgica septohipocampica es un elemento crucial para el correcto
funcionamiento del hipocampo y, en concreto, para determinados procesos de aprendizaje y
memoria. La exquisita especificidad de contacto de este componente es la piedra angular que
determina su funcion, pero los datos existentes sobre los mecanismos que rigen la seleccion
de diana y sinaptogénesis de estos axones son escasos. Aunque esta conexion desempefia un
papel elemental en procesos cognitivos que estan afectados durante el envejecimiento y en la
enfermedad de Alzheimer, en el momento en que iniciamos este proyecto habia un
sorprendente vacio en la literatura sobre el estado de la via GABAérgica septohipocampica en
estas situaciones. Por ultimo, y durante fases mas avanzadas de esta tesis, los primeros
resultados que obtuvimos sobre la funcion hipocdmpica de animales J20 nos alentaron a
ampliar el estudio funcional de la conexidén septohipocampica in vivo, en este caso

investigando su papel en procesos de refuerzo operante.

Por todo ello, los objetivos planteados para esta tesis son los siguientes:

1. Estudiar los mecanismos de desarrollo postnatal y sinaptogénesis de la

conexion septohipocampica.

1.1 Desarrollar y caracterizar un modelo in vitro de la conexion.
1.2 Testar la implicacion de la molécula de guia Semaforina 3C en la
sinaptogénesis de los axones GABA¢érgicos septohipocampicos.
1.3 Conocer el papel de las aferencias entorrinohipocampicas en la sinaptogénesis

de los axones GABA¢érgicos septohipocampicos.

2.  Analizar el estado de la conexion GABAérgica septohipocampica durante el

envejecimiento y la enfermedad de Alzheimer (EA).
2.1 Anélisis histoldgico de la conexion durante el envejecimiento normal.

2.2 Analisis histoldgico de la conexioén en un modelo animal de EA (cepa de raton

transgénico J20).
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2.3 Estudio funcional de la conexion GABAérgica septohipocdmpica en ratones

J20: analisis de los patrones de actividad ritmica en el hipocampo.

Estudiar el efecto de la autoestimulacion septal sobre la funcion hipocampica

en ratones control y J20.

3.1 Caracterizar la funcidn sinaptica del hipocampo de ratones transgénicos J20.

3.2 Analizar el efecto de la conexidon septohipocdmpica sobre la funcidén
hipocampica en un paradigma de refuerzo operante por autoestimulacion septal en
ratones control y J20.

3.3 Analizar el efecto de LTP sobre el paradigma de refuerzo operante en ratones

control y J20.
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RESUMEN

La via septohipocampica (SH) consta de fibras colinérgicas y GABA¢érgicas. Mientras
las primeras establecen contactos singapticos con todos los tipos de neuronas hipocampicas,
las GABAérgicas forman complejos contactos en forma de cesto especificamente sobre
interneuronas. La funcién de la Via GABA¢érgica SH esta asocuada con el control de redes
hipocampicas sincrénicas. Se conoce poco sobre los mecanismos involucrados en la
formacion de la conexion GABAérgica septohipocampica. Semaforina 3C (Sema 3C) se
expresa en la mayoria de interneuronas contactadas por estos axones. Para determinar si Sema
3C tiene un papel en la formacidn de la via SH, hemos analizado el desarrollo de la conexiéon
en ratones deficientes en Sema 3C. Como estos animales mueren en el nacimiento, hemos
desarrollado un modelo de co-cultivo organotipico in vitro que reproduce el desarrollo
postnatal de la via SH. En estos co-cultivos septohipocampicos la conexion GABAérgica SH
se desarrolla con una especificidad de contacto similar a la que ocurre in vivo. Los axones SH
forman contactos incipientes en varios tipos de interneuronas hipocampicas a 7 dias in vitro
(DIV), cuya complejidad aumenta en estadios de 18-25 DIV. Estos axones SH forman
contactos sindpticos simétricos sobre las interneuronas GABA¢érgicas, y dicha especificidad

de contacto no esta afectada por la ausencia de aferencias entorrinales sobre hipocampo. Por
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ultimo, ni la ausencia de Sema 3C en las células diana ni el bloqueo funcional de ésta
mediante ectodominios Neuropilina-1 y -2 aplicados sobre los co-cultivos provocan cambios
graves en la especificidad de contacto de la conexion ni en la densidad de la inervacion. Por
todo ello, afirmamos que la formacion y la especificidad sindptica de la conexion
GABA¢érgica septohipocdmpica se basa en mecanismos moleculares robustos, independientes
de Semaforina 3C, que se mantienen en el modelo de co-cultivo in vitro desarrollado en este

estudio.

Este manuscrito ha sido publicado en la revista European Journal of Neuroscience:

Rubio SE, Martinez A, Chauvet S, Mann F, Soriano E, Pascual M. Semaphorin 3C is not
required for the establishment and target specificity of the GABAergic septohippocampal
pathway in vitro. Eur J Neurosci. 2011 Dec;34(12):1923-33. DOI: 10.1111/j.1460-
9568.2011.07906.x
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Abstract

The septohippocampal (SH) pathway comprises cholinergic and GABAergic fibers. Whereas the former establish synaptic contacts
with all types of hippocampal neurons, the latter form complex baskets specifically on interneurons. The GABAergic SH function is
associated with the contrel of hippocampal synchronous networks. Little is known about the mechanisms invelved in the formation of
the GABAergic SH pathway. Semaphorin (Sema) 3C is expressed in most hippocampal interneurons targeted by these axons. To
ascertain whether Sema 3C influences the formation of the SH pathway, we analyzed the development of this connection in Sema
3C-deficient mice. As these animals die at birth, we developed an in vitro organotypic co-culture model reproducing the postnatal
development of the SH pathway. In these SH co-cultures, the GABAergic SH pathway developed with target specificity similar to that
present in vivo. SH axons formed incipient baskets on several types of hippocampal interneurons at 7 days in vitro, which increased
their complexity by 18-25 days in vitro. These SH fibers formed symmetric synaptic contacts on GABAergic interneurons. This
synaptic specificity was not influenced by the absence of entorhinal afferents. Finally, the absence of Sema 3C in target neurons of its
blockage by neuropilin-1 and -2 ectodomains in slice co-cultures did not lead to major changes in either the target specificity of the
GABAergic SH pathway or its density of innervation. We conclude that the formation and synaptic specificity of the GABAergic SH

pathway relies on robust molecular mechanisms, independent of Sema 3C, that are retained in our in vitro co-culture model.

Introduction

The establishment of specific synaptic connections is a critical step
during the development of the nervous system. An increasing number
of molecules have been shown to be involved in the puidance of
growing axons to their final destinations [semaphorins (Semas), netrin,
cphrins, etc.] (Goodman, 1996; Tessier-Lavigne & Goodman, 1996;
Song & Poo, 2001), but less is known about the factors that control the
recognition and selection of specific synaptic targets (Waites et al.,
2003; Lu eral,, 2009; Shen & Cowan, 2010). The hippocampus
receives three major afferent systems, the emorhino-hippocampal
pathway, commissural-associational pathway, and septohippocampal
(SH) connection (Amaral & Witter, 2004). The SH pathway, which
arises from the medial septum/diagonal band (MS/DB) complex,
includes the cholinergic and GABAergic fibers (Frotscher & Léramh,
1986; Freund & Amal, 1988; Gulyds et al., 1990). The cholinergic SH
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pathway establishes synapses with all of the types of hippocampal
newrons. In contrast, the GABAergic SH fibers establish complex
synaptic baskets exclusively around the perisomatic region of GAB-
Aergic interneurons (Frotscher & Léranth, 1986; Freund & Antal,
1988; Gulyas et al,, 1990). Hippocampal interncurons are inhibitory
newrons responsible for modulating the neuronal excitability of
hippocampal networks. The high degree of target cell specificity of
the GABAergic SH fibers confers on this pathway high efficiency in
controlling hippocampal intermneuron activity. Thas, for instance, the
GABAergic SH pathway has been implicated in the synchronization
and regulation of hippocampal rhythmic activity (Buzsaki, 2002;
Hangva et al., 2009).

Previous studies have shown that, during embryonic development,
both types of septal fibers respond 10 the similar guidance cues that
direct their growth from the septum to the hippocampus (Pascual
et @l, 2005). Thus, for instance, Sema 3A and 3F, expressed in
regions near the septum, have a chemorepulsive effect on sepral axons,
whereas netrin-1, expressed in the iimbria, chemoatiracts these axons
{Pascual et al., 2004b). However, nothing is known about the factors
that govern the exquisite target selection of GABAergic intencurons

@ 2011 The Authors. Buropean Journal of Neuroscience © 2011 Federation of European Newroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
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by the GABAergic SH pathway in the hippocampus. A large
percentage of GABAergic SH target cells express the class Il sema
3¢, and SH neurons in the MS/DB complex co-express the Sema 3C
receptors, newropilin-l and -2, at postnatal stages (Pascual ef ol
2005). Because Sema 3C is a secreted guidance cue implicated in
repulsion and attraction in various kinds of axons (Bagnard et al.,
1998; Chen et al., 1998; Niquille et al., 2009), we hypothesized that
this Sema might be involved in target cell selection by the GABAergic
SH pathway.

Here we studied the relevance of Sema 3C in the establishment of
the GABAergic SH pathway. However, because this molecule is
critical for correct embryonic heart development, mice deficient in
Sema 3C die at birth (Feiner ef al., 2001). Thus, in order to analyze the
role of Sema 3C in the matwration of the GABAergic SH pathway, we
first developed an in vitro systemn that allows the reconstruction and
analysis of the SH pathway in organotypic slice co-cultures of septal
and hippocampal lissue.

Materials and methods
Animals

The Sema 3C'" mice were maintained in a CD1 backeround and
mated 1o obtain Sema 30777 embryos (Feiner e¢ al., 2001). Control
mice (OF-1 strain; Charles River, France) were also used. The genotype
of the offspring was determined by polymerase chain reaction as
described previously (Feiner er al., 2001). The day on which a vaginal
plug was detected was designated as embryonic day (E)0. The day of
birth was considered as postnatal day (P)0. All of the experiments using
animals were performed in accordance with the European Community
Council directive and the National Institute of Health guidelines for the
care and use of laboratory animals. Experiments were also approved by
the local ethical committees (C.E.E.A., Comité Etic d’Experimentacic
Animal, University of Barcelona).

Detection of septohippocampal axons

To detect SH GABAergic fibers, we deeply anesthetized [mixture
10/1 Ketolar (Parke-Davis)/Rompun (Bayer), 0.003 mL/g] OF-1
mice and injected them with an anterograde tracer by iontophoresis
(Freund & Antal, 1988). The PS {(n = 4), P10 (n = 5), P18 (n = 3) and
adult (n = 3) mice received midline injections of 10% biotinylated
dextran-amine (BDA) (10 000 MW, Molecular Probes) in the medial
septum at two anteroposterior levels and at two dorsoventral points by
iontophoresis (7 pA  positive direct current, 7s onfoff cycle).
Stereotaxic coordinates for the injections were (from Bregma): adult
animals, anteroposterior + 0.5 and + 0.9, dorsoventral 3.0 and 3.7;
P15 mice, anteroposterior + 0.6, dorsoventral 2.6 and 3.2; and P5
mice, anteroposterior + 0.5, dorsoventral 2.5 and 3. This protocol
results in strong BDA labeling in the medial septum and the diagonal
band area that comtains the highest proportion of GABAergic SH
neurons (Freund & Antal, 1988; Gulyds e al., 1990; Pascual et al.,
2005). After 3 or 4 days, the animals were deeply anesthetized with
Ketolar (Parke Davis)/Rompun  (Bayer) and perfused with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The brains
were dissected and frozen, and 30-um-thick sections were obtained
and stored in a cryoprotectant solution at =70 “C until use. SH fibers
were detected by BDA immunodetection. After washing and blocking,
sections were incubated ovemight at 4 °C with the avidin-biotin
peroxidase complex (1 : 100; Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA). Peroxidase activity was developed with 0.03% 3,3"-diam-
inobenzidine intensified with ammonium nickel sulfate and cobalt

chlonde, and 0.005% H-0; yielding a black reaction product. Sections
were mounted onto gelatinized slides, Nissl stained, dehydrated, and
coverslipped with Eukitt (Panreac). In some sections, following the
detection of BDA, the immunostaining of distinct newronal markers
was performed (see below).

Immunodetection

For all of the histological procedures, mice were perfused with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The brains
were removed and postfixed in the same solution, cryoprotected with
30% sucrose and sectioned at 30 um as previously described for
BDA-injected mice.

Immunohistochemistry was performed as described elsewhere
(Pascual ef al., 2005). After blocking, or after the detection of BDA
tracer, the tissue was incubated ovemight with well-characterized
rabbit polyclonal antibodies against parvalbumin (PARV, 1 : 3000,
Swant Antibodics, Bellinzona, Switzerland), calbindin (CALB,
1 : 1000, Swant Antibodies), calretinin (CALR, 1 : 1000, Swant
Antibodies), Sema 3C (1 : 1000, Abcam ple, Cambridge, UK),
glutamic acid  decarboxylase (GAD)65/67 (1 : 1000, Chemicon
International, Temecula, CA, USA) or goal anli-choline acetylirans-
ferase antibodies (1 : 150, Chemicon International, Temecula, CA,
USA). Primary antibodies were visualized by sequential incubation
with biotinylated secondary antibodies (1 @ 200) and the avidin-biotin
peroxidase complex (diluted 1 @ 100) (2 I cach, Vector Laboratories).
The peroxidase reaction was developed with 0.03% 3.3 -diam-
inobenzidine and 0.005% H,0,, vielding a brown end-product. The
seclions were mounled onto gelatimzed slides, dehydrated and
coverslipped with Eukitt (Panreac). For double immunofluorescent
detection of Sema 3C and PARV, after blocking, the sections were
incubated overnight with rabbit anti-Sema 3C (1 : 500) combined
with goat anti-PARV (1 : 1000, Swant Antibodies, Bellinzona,
Switzerland) and then incubated with swine anti-rabbit fluorescein
isothiocyanate (FITC, 1 : 250, DAKO, Glostrup, Demmark) and Alexa
Fluor 568 donkey anti-goat (1 : 750, Invitrogen). The sections were
mounted onto slides with Mowiol 4-88 (Merck) and viewed under a
confocal microscope. All of the slices were permeabilized with Triton
X-100 (0.5%) during the immunohistochemistry procedure, except for
the GAD 65/67 immunodetections, where a freeze/thawing protocol
was performed hefore the blocking.

Organotypic septohippocampal cultures

Mouse pups (P1) were decapitated and brains dissected out of the
skull. Brains were kept in cold dissection medium (minimum essential
mediun containing glutamine) during the dissection procedure. Slices
(230 pm) of the hippocampus-enthorinal complex were cut using a
Melwain tissue chopper. For the dissection of the septum, the anterior
half of the brain was embedded in 3% low-melting agarose (Cambrex
Corporation, USA) and cut into 250 pm slices using a vibratome
(VT100S; Leica, Nussloch, Gennany). The tissue was kept cold
during all of this process. After further dissection, the septum and
hippocampus-entorhinal cortex were placed onto a plate insert
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) and arranged as shown
in Fig. 1A. The ventral region of the septum was positioned in contact
with the fimbria. Inseris were placed in a six-well plate containing
Il ml. of culture medium per well [minimum essential medium
containing  25% horse serum, 35% neurobasal, 12.5% Hank's
Balanced Salt Solution, 2 mM glutamine, penicillin/streptomycin
(1 U/1 g per mL), 0.04% NaHCO,, B27 and N2 (all from Gibeo
Life Technologies), and 0.55% D-gluicose (Sigma-Aldrich)).

@ 2011 The Authors. European Joumnal of Neuroscience @ 2011 Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
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Fic. 1. Reconstruction of the GABAergic SH axons i vitro. (A) Diagram showing the components of the in viteo maodel of the SH connection. The arganotypic co-
cultures include the septurn, hippocampus (HF} and entorhinal cortex (EC) slices taken from P1 mice. (B} Photomicrograph of a Nissl-stained 15 DIV organotypic
culture showing bioeytin (Bioc) injection (black} in the medial septum (MS) and diagonal band complex, and some stained fibers in the stratum oriens (arrows} of the
HF. {C) Higher magnificaiion photomicrograph illustrating the massive septal innervation (black fibers} throughout the layers of the hippocampus in a 15 DIV
culture. (D} Photomicrograph of a 15 DIV culture showing a thick fiber fonming a basket with abundant boutems (amows) contacting a neuron located close to the
stratun pyramidale (sp) of CA3. (E) Immunostaining for the enzyme GADO5/67 allows the detection of all GABAergic hippocampal infemeurons (brown}. The
combined detection of GAD65/67 and biocytin shows biocytin-positive septal baskets (black) with abundant boutons (amows) contacting GADGS/67-
immuncreactive cells in the cultures. (F) Micrograph showing the hippocampal region of a 15 DIV organotypic cultare in which biccytin detection (black) was
combined with the immunadetection of CALR, (brown}, Several CALR-positive cells receive GABAergic SH contacts with some boutons (arrows) around the soma
of CALR-immunapositive neurons. Some complex baskets containing hiocytin can be seen in distinet layers of the hippocampus; some of them contact neurons that
are immunonegaive for this marker (amowhead). (G} Double detection of biocytin and calbindin (CATE} showing a GABAergic SH basket contacting the
perisomatic region of CALB-positive intermeurons. (H} Electron micrograph showing 4 bio¢ytin-containing septal synaptic terminal (st} that establishes synapses on
the ¢ell body (cb} of a GAB Aergic postembedded hippacampal interneuron in the organotypic culture. (T} High-magnification electron photomicrograph showing the
synapiic terminal of 4 medial septum neuron establishing a symmetric synapse (arow} with the cell body of 2 GABA-positive intemeuron. Scale bars: 1000 pm in B,
50 pmin C; 20 pm in G also gpplies to D-F, 1 ym in H and 50 nm in 1.

Co-cultures were maintained for 5 25 days In a 37 °C, 3% C0Os, main and neurcpilin-2 ectodomain (Ecto-NEF1 and Ecto-NEFZ)-
humidified atmosphere and the medium was changed three times per enriched media or control medium (Pascual efal, 2004b) were
weel. For the Sema 3C bloclking experiments, neuropilin-1 ectodo- applied to the cultures every time the medium was changed. For the

© 2011 The Authors, Eurcpean Joumal of Neuroscience © 2011 Federation of Buropean Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
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Sema 3C experiments, the protocol was as described above except that
the co-cultures consisted of septa taken from P1 wild-type mice and
hippocampi taken from cither Sema 3C™™ or Sema 30"~ E18 mice.
Faor the establishment of the co-cultures without the entorhinal cortex,
this region was removed from the entorhino hippocampal slices
before plating them on the culture inserts,

Detection of septohippocampal fibers in organotypic cuffures

To trace the SH component in the organotypic co-cultures, a small
crystal of biocytin (Sigma-Aldrich} was placed in the MS/DB
complex region of the co-culture, in order to label septal neurons
projecting to the hippocampus. The culture mediuvm was changed
several times per day. After 24 h, co-cultures were fixed with 4%
paraformaldehyde in (.1 M phosphate buffer for 1 h and kept in
phosphate buffer until sectioned at 30 40 ym using a vibratome.
Biocytin immunodetection was performed to detect SH fibers in the
co-cultures. After washing, sections were permeabilized with increas-
ing concentrations of dimethylsulfoxide and blocked. Free-floating
sections were incubated ovemdight at 4 °C with the avidin biotin
peroxidase complex (1 @ 100; Vector Laboratories). Peroxidase activ-
ity was developed with 0.03% 3,3'-diaminobenzidine intensified with
ammonium nickel sulfate and cobalt chloride, and 0.005% H,0D,
vielding a black reaction product. Sections were mounted onto
gelatimized slides, MNissl stained when needed, dehydrated, and
coverslipped with Euldtt (Panreac). In some experiments, BDA
detection was combined with the detection of PARY, calbindin
(CALB}), calretinin {(CALR), Sema 3C or GADG5/67 using the
protocol described for tissue sections. The double-immunofucrescent
detection of Sema 3C and PARY was perfommed as described above.

Quantification of the seplohippocampal innervation

The complexity cf the GABAergic SH baskets was assessed in the
CAS3 area of sections from P35, P1{}, P18 and adult mice, and sections
from co-cultures maintained for 7, 14, 16 and 25 days in virre (DIV).
Briefly, the number of boutcns per basket was quantified in socme
sections (r = 2-3 per condition) and the average was calculated for the
in vive and in vifre situation for each age. The percentage of
hippocampal intemeurcns contacted by GABAergic axons was
calculated in organctypic cultures lacking entorhinal cortex, in the
co-cultures established for Sema 3C experiments, and in the co-
cultures treated with Ecte-NRP1 and Ecto-NRP2 or control media. For
this purpose, the total number of GAD63/67-, PARV- or CALR-
positive cells and the number of these cells contacted by 5H baslets
were gquantified in 14 15 DIV co-cultures (r =4 10 co-cultures per
experimental group). Cajal Retzius, mossy and immature gramular
cells were excluded from CALR quantification. Orverall comparisons
and posthoc two-sample Student’s ftest (two-tailed) were used to
examine differences between the experimental groups, with P < 0.05
considered as significant.

Detection of chofinergic neurons

Acetylcholinesterase histochemistry was performed as described by
Tago et al. (1986} with some modifications. After inactivation of the
endogenous peroxidase activity, issue was rinsed in 100 mm maleate
buffer and incubated for 40 min in a soluton of maleate buffer
centaining 20 uM acetylthiocheline iodide, 0.002% tetraisopropyl
pyrophosphoramide (both from Sigma-Aldrich), 5 pM potassium
ferricyanide, 50 um scdium citrate dibhydrate (both from Merck) and
30 um copper sulfate (Panreac). After washing in 50 mm Tris-HC1

buffer (pH 7.3), the peroxidase activity of the precipitate was
developed with (.04% 3,3 -diaminobenzidine intensified with 0.3%
ammonium nickel sulfate and 0.01% H, 05, vielding a black reaction
product. Sections were mounted onto gelatinized slides, Nissl stained
when needed, dehydrated, and coverslipped with Euldtt (Panreac).

Results

Target specificity in the generation and reconstruction of the
GABAergic septohippocampal pathway in organotypic slfice
cultures

As Sema 3C-deficient mice die at around birth, we dewveloped an
in vitre SH slice culture model to analyze the relevance of the absence
of Sema 3C in the posmatal development of the SH pathway. We
obtained slices from the septal area and the hippocampus enthorinal
certex complex from newborn mice (PO 1), The ventral septum was
posiioned near the fimbria of hippocampal slices to facilitate

P15
' S0

' ' e ey

Fis. 2. The SH chalinergic component is maintained in the i vitro model. (A)
Photomicrograph illustrating the distribution of cholinergic neuroms in the
medizl septum (MS) and diagonal band (DB) of P15 mice. (B) High-
magnification photomicrograph showing the cholinergic innervation (in black)
of the CA3 hippocampal region in & Nissl-stained section from a P15 mouse; &
myriad of thin fibers with some ‘en-passont’ houtons innervate the entire
hippocampus, meainly close to the storatum pyramidale (sp). () Choline
acetyltransferase immunodetecion in an SH organotypic culture shows 2
similar distribution of cholinergic septal neurons as illustrated i vivo. (D}
Enzymatic detection of acetylcholinesterase in a 15 DIV organotypic culture
reveals a distmbution of ¢holinergic fibers similar to the ir vive situation, with
massive innervation of cholinergic septal afferents onto all of the hippocampal
layers, mainly close to the pyramidal cell layer. so, stratum oriens; sT, straam
radiaturn, Scale bars: 100 pm in C (also applies to A); 100 pm in D (also
applies to B}
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innervation of the target (Fig. 1A). After 15 25 DIV, septal fibers
were traced by biocytin injection in the medial region of the septum
(Fig. 1B). As described previously in vive (Freund & Antal, 1988;
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Rocamora ef al., 1996; Pascual et af., 2003), the organotypic culture

showed fibers formed in the medial septum entering the hippocampus
through the fimbria and invading all layers of the hippocampus,
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Fiz. 3. Postnatal development of the GAB Aergic SH contacts in vivo and in vitre. (A, D and G) In vivo tracing of the SH pathway at distinet developmental stages.
(A} Photomicrograph showing incipient GABAergic SH baskets (amrows) on somata of hippocampal neurons in P5 mice. (D)} At P10, the complexity has increased
and praminent haskets with more and larger synaptic houtons (arrows) are established. (G) At PIE, extremely complex baskets with as many as 20 synaptic houtons
(arrows)} around a single soma are frequent. (B, E and H} Photomicrographs of the hippacampal region of cultures simultaneously immunastained for biocytin (black)
and Nissl stain or combined with GADE5./67 immunaodetection (browm; O, F and T} at various time-points of the cultures. Amows indicate synaptic boutons. (B} In
1-week-ald cultures, immature haskets with few synaptic boutons (arrows) are observed. (C) These incipient baskets contact specifically with the perisomatic region
of GADGS/ 67 -pasitive cells. (E) In 14 DIV ¢ultures, the complexity of the contacts has increased notably. (F) Baskets display some thick synaptic boutons (arrows})
around GADGS/67-positive somata, (H) In 17 DIV cultures, the baskets are very complex. (I} GAB Aergic basket fibers display a large number of boutons covering
GADGS/ 67 dmmuncreactive somata (T} The number of GABAergic SH bouions per cell was quantified in the hippocampus of co-cultures at 7, 10, 17 wnd 25 DIV,
and in the CA3 of the hippocampus of PS, P10, P18 and adult (AD) mice. Scale bar: 20 gm in I (also applies to A—H).
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mainly the stratum oriens and the hilar region close to the granule cell
layer (Fig. 1B} Closer nspection allowed us to identfy two types of
biocytin-labeled fibers. One group of axons was small and displayed
numerous small ‘en-passam’ varicosities, these possibly correspond-
ing to cholinergic fibers. To confinn these observations, some cultures
were immunocstained for choline acetyltransferase or histochemically
reacted for the enzymatic detection of acetylcholinesterase. In
agreement with s vive studies, newrons Immunoreactive for choline
acetyltransferase were present in the MS/DB complex in virro
(Fig. 24 and C). Moreover, cholinergic fibers had similar distributions
and shapes in sections from P15 brains and in SH organotypic co-
cultures (Fig. 2B and D). These data indicate that the establishment of
organotypic SH co-cultures leads to a pattern of cholinergic innerva-
tion similar to that observed in vive.

We identified a second group of bincytin-labeled axons. These were
thicker and formed complex baskets characteristic of the GABAergic
SH component (Fig. 1C and D). Some of these baskets exhibited a
high degree of complexity, resembling the perisomatic contacts
described in mice (Freund & Antal, 1988; Gulyés ez al., 1990; Pascual
ef al., 1998). To analyze the degree of specificity of GABAergic septal
fibers in organotypic cultures, biocytin detection was combined with
immunohistochemnistry against several specific markers for hippocam-
pal interneurons. These experiments showed that about 40% of
GADES /57 -positive neurons (1 = 23 111 cells, 17 co-cultures) in the
hippocampus received specific input from the GABAergic SH fibers
(Fig. 1E}. Remarkably, we did not detect SH baskets surrounding the
somata of GADG5/67-negative cells, thus indicating that the GABA-

GABAergic fibers
(baskets)

A Biocytin injection

L

SEPTUM HIPPOCAMPUS

*»

ergic SH pathway generated in vifre maintains a high degree of target
specificity for GABAergic interneurons.

Further immunchistochemical analyses with the interneuronal
markers CATR, PARV and CALB demonstrated that all types of
hippocampal intemeurons were contacted by the GABAergic SH
pathway (Fig. I1F and G). These markers identify non-overlapping
populations of GABAergic hippocampal interneurons.

Quantitative analyses revealed that approximately 31% cf PARV-
positive intemeuwrons (# = 3717 cells, 6 co-cultures) and 50% of
CALR-positive cells (n = 2221 cells, 7 co-cultures) in the hippocam-
pus of the co-cultures received GABAergic SH input. Finally, and to
study whether GABAergic SH baskets reconstructed fn vitro estab-
lished synaptic contacts, we performed an Immunohistochemical
ultrastructural analysis, combining the pre-embedding detection of
biocytin and postembedding immunogold detection of GABA. These
analyses showed that the GABAergic septal axon terminal established
symmetric synaptic contacts with cell bodies inmmunopositive for
GABA antibodies (Fig. 1H and T). We conclude that the GABAergic
SH pathway reconstitutes in virre with target and synaptic specificity
similar to that in viva.

Pattern of posthatal maturation of the GABAergic
sepiohippocampal pathway in vivo and in vitro, and its
mdependence from the entorbinal cortex mnputs

Previous tracing studies in mice have shown that septal axons reach
the hippocampus at around E16 (Super & Soriano, 1994} At early
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GABAergic SH axons
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FiG. 4. Entorhinal cortex (EC} afferents are not essentizl for the development and target specificity of the GABAergic SH pathway. (A} Diagram showing the
elements of the organotypic co-culture withaut the EC. The procedure is the same asin the standard culture except for the remaoval of the EC from the entorhing—
hippocampal slice prior to culturing. As a result, the perforant pathway is remaved in these cultures. (B} Micrograph showing an entire SH organctypic co-culture
without the EC. Douhle immunohistochernical detection was performed against hiceytin (hlack staining} and GADES/67 (hrown). (T} High-magnification
micrograph showing a septal axon contacting with the samatic region of 4 GADGS /674 mmunapositive hippocampal intemeuron (asterisk} in an arganotypic culture
without the EC. Naote the morphology of the basket contacting the interneurcm, with thick synaptic boutons around the soma (amows). (D) After
immunohistochernical detection of biocytin and GADG5/67, the percentage of hippocampal intermneurons received by a septal GAB Aexgic contact was caleulated. As
shown in the histogram, the absence of the EC in the cultures did not affect the percentage of GABAergic hippocampal neurons contacted by septal baskets. Scale

bars: 100} jam in B; 20 pm in C. HP, hippocampus; MS, medial septum.
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posmatal stages (PO P3), SH fibers invade their target hippocampal
layers, although pericellular baskets were not noticeable at these
stages. To determine the onset and maturation of the GABAergic SH
pathway i virro, we first analyzed the posmatal maturation of this
comnection in mice at P53, P10, F18 and in adults. For this purpose,
we performed iontophoretic injections with BDA in the MS/DB
complex. As previously described (Pascual er af., 20035}, at P'5, thick
septal fibers, presumably coresponding to the GABAergic SH
component, invaded the hippocampus and oceasionally formed
incipient pericellular bagkets formed by three to four boutons around
the somata of mterneurons (Fig. 3A and T). At P1{, the munber and
complexity of the baskets increased throughout all hippocampal
layers ({Fig. 3D and I). At P18, the complexity of the GABAergic
SH baskets was increased, with some formed by more than 10
boutons (Fig. 3G and Jh. In adult mice, complex baskets formed by
an average of 14 boutons were present in all hippocampal layers but
were concentrated near the main cell layers (Fig. 310, These baslkets
were similar to the pericellilar SH baskets described previously
(Freund & Antal 1988; Gulyas ef al, 1990; Rocamora ef al., 1996;
Pascual ef @, 1998). Thus, during carly postnatal stages, GABA-
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ergic septal fibers establish specific contacts with the perisomatic
region of hippocampal intemeurons, which achieve maximal com-
plexity in adult mice.

In crder to determine whether the temporal sequence of maturation
in vitro correlates with the above it wve pattern, we analyzed the
development of the GABAergic SH pathway at 7, 10, 16-17 and 25
DIV. At 7 DIV, some thick fibers invaded the hippocampus through
the stratum oriens and formed incipient baskets in distinct lavers of the
hippocampus, mainly close to the principal cell lavers; these axons
formed baskets composed of five to six boutons, which surrounded
CGADGS/67-positive interneurons (Fig. 3B, C and T). At 10 DIV, the
number and complexity of the pericellular baskets was markedly
increased (Fig. 3E, F and T At 16 17 DIV, GABAergic SH axons
formed complex baskets containing an average of 12 14 boutons
{Fig. 30 T Slices cultured for 25 DIV did not show apparent
differences when compared with cultures aged 16 DIV, A semi-
quantitative evaluation of basket complexity (number of boutons per
neuron} revealed that the pattern of maturation of the GABAergic SH
pathway in wifre was roughly similar to that observed in postnatal
mice, although slightly accelerated in the in vifro condition (Fig. 3T).
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Fi. 5. Sema 3C expression pattern at postnatal stages of development in vivo and i vitro. (A} Immunodetection of Sema 3C (brown} in a Nissl-stained
hippocampus of a P15 mouse. Some hippocampal intermeurons express Sema 3C (amows). (B} A higher magnification micrograph shows Sema 3C-positive somata
displaying typical inferneuron maorphalogy distributed in or ¢lose to the pyramidal cell layer. (C) Immunodetection of Sema 3C in a 16 DIV ¢uliure reveals similar
morphology and distibution of the immunopositive cells compared with the in vive situation. (D-T) Double Sema 3C and PARY immunodetection shows that most
PARV-positive intemeurons express Sema 3C in the hippocampus of a P15 mouse (D-F} and in a 16 DIV crganotypic cultare (G-I). DG, dentate gyrus; so, stratum
oriens; sp, stratum pyramideale; sr, stratum radiatam, Scale bars: 200 pm in A, 50 wm in I (also applies to B-H).
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Target-cell selection and synaptogenesis require both target recog-
nition by specific molecules and appropriate levels of neuronal activity
(Easter et af., 1983, Spitzer, 2004; Lu ef al, 2009). In line with this, a
previous study, In which hippocampal slice cultures did not contain
the entorhinal cortex, concluded that the GABAergic SH pathway
does not reconstitute in SH slice cultures (Heimwich et al, 1996},
Thus, we addressed whether the high degree of target selectivity
depended on entorhinal cortex inputs. To this end, we compared the
formation of the GABAergic SH pathway using hippocampal co-
cultures with or without the entorhinal cortex (see Fig. 4A and B).
Biocytin anterograde tracing combined with GADG3/67 immunchis-
tochemistry did not reveal any apparent difference between the two
groups of co-cultures. Thus, perisomatic baskets were recognizable in
both groups (Fig. 4C). To substantiate these observations, we
quantified the percentage of GABAergic hippocampal interneurons
contacted by septal baskets. This percentage was similar in the
presence or absence of the entorhinal cortex (7 = 13 533 cells in 7 co-
cultures and n = 13 264 cells in 10 co-cultures with and without
entorhinal cortex, respectively; P = (.82, Student’s #-test, Fig. 4D},
This observation indicates that entorhinal cortex afferents do not
influence the correct formation of the GABAergic SH connection.

Semaphorin 3C is not required for the establishiment and target
sphecificily (sefection) of GABAergic septohippocampal axons

Previous data showed that sema 3C mRNA is abundantly expressed
by hippocampal interneurons during the posmatal development,
comesponding to the stage at which SH fibers initiate the establishment
of synaptic contacts {Pascual ef al., 2003). In order to substantiate the
distribution of Sema 3C protein during posmatal development, we
performed Immunchistochemistry on F15 mouse sections. Our data
showed that Sema 3C was expressed In some neurons scattered
throughout all layers of the hippocampus (Fig. 5A%. Sema 3C-positive
neurons were located mainly in or close to the pyramidal layer and
gramule cell layer (Fig. 5B). We performed double-inmmunofuorescent
detection of Sema 3C and intemeuronal markers, and concluded that
virually all Sema 3C-posiive neurons were also PARV-positive
(Fig. 5D Fi. We next examined the expression and distibution of
Sema 3C in organotypic SH cultures at 16 DIV. As in the in vive
hippocampus, Sema 3C was ecxpressed in newrons resembling
int=meurcns  (Fig. 5C). These Sema 3C-positive neurons were
PARV-positive, indicating that the expression pattern of this guidance
cue in vitre parallels what ocours in vive (Fig. 5G I

To study the involvement of Sema 3C in the fommation of the
GABAergic SH pathway, we co-cultured wild-type septal slices with
hippocampal slices taken from Sema 3077 E18 cmbryos or their
Sema 3CT* littermates (Fig. 6A and D). After 15 DIV, the
hippocampi from Sema 3C-deficient mice were nervated by septal
fibers, which reached their target regions through the Smbria,
innervating all hippoccampal layers in a way that was indistinguishable
from that seen In wild-type slices (Fig. 6B and E). Thus, in both
experimental groups, axens formed complex pericellular contacts
around the somata of hippocampal Interneurcns (Fig. 6C and F). We
further quantified the percentage of GABAergic septal baskets on
hippocampal internewrcns in these groups. Similar percentages of
hippocampal GADGS/67-positive intemeurcns were targets of the
GABAergic SH pathway In either the presence or absence of Sema 3C
(r="7151 cells in € co-cultures and # = 11558 cells in 10 co-cultures
for the Sema 307 and Sema 3C"" condition, respectively;
F =031, Student’s i-test, Fig. 603). We also confirmed that the
FARV-positive subpopulation of interneurcns, which expressed Sema
3, was contacted In the Sema 3C-deficient mice, with no quantitative
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F15. 6. The development of the GAB Aergic SH connection and its target cell
specificity is independent of Sema 3C expression. Companison of the target
specificity of the GABAergic SH axans in the presence [wild-type (WT), A-C]
o1 shsence (Sema 3C 7, D-F) of Sema 3C in the hippocampus. (A} Diagram
of the standard co-culture, in which GABAergic septal axons contact
inferneurans (gray circles) in the WT hippocampus, where Sema 3C is present.
(B} Photomicrograph of & 16 DIV co-culture (hiceytin staining in black,
GADG5/67 in brown) displaying the dense septal inmervation in the
hippocampus. (C)} Higher magnification micrograph shews complex SH
baskets. (D} Organotypic culture including the septal regicm from WT mice
and zn entorhino-hippocampal slice from a Sema 3C “ mouse. WT septal
GABAergic axons contact GABA-positive interneurons lacking Sema 3C
{orange circlest. (E} The combined detection of biooytin (black} and
GADGAS/67 (brown} in a 16 DIV culture shows a dense innervation of the
hippocampus. (F) The typical SH baskets are present in Sema 3C 7 cultures.
The percentage of the total intemeuronal population (GAD-pasitive cells) (3}
or the PARY -positive intemeurons (H} that are contacted by GAB Aergic septal
axoms is not affected in Sema 3C-deficient cultures in the hippocampus. Scale
bars: 10 pm in E (also applies to B); 20 pm in F (also applies to Ch

differences from their wild-type littermates (m = 1897 cells in 5 co-
cultures and a = 1997 cells in 4 co-cultures for the Sema 307 and
Sema 3C"" condifion, respectively, P =090, Students wtest,
Fig. 6H).
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The next approach to test the mle of Sema 3C in the development
and maturation of the SH pathway was by functionally blocking this
guidance cue with well-characterized recombinant ectodomains of its
receptors, namely Ecto-NRF1 and Ecto-NRF2 (Pascual er al., 2004b).
Control medium or Ecto-NRFP1- and Ecto-NRP2-enriched medium
(diagrams in Fig. 7A and C) were applied on top of the co-cultures.
When analyzing the SH pathway in the co-cultures after the
treatments, we found that the connection formed properly in both
condiions. Septal axons invaded the hippocampus of the organotypic
co-cultures and formed typical complex GABAergic SH baskets on
the perisomatic region of intemeurons (Fig. 7B and D). The percent-
age of the GADSS/67-positive interneurons contacted by GABAergic
SH axons was not altered when Sema 3C was blocked with Ecto-
NREPl and Ecto-NRPZ (r=6179 cells in 4 co-cultures and
n =13 5353 cells in 7 co-cultures for Ecto-NRP1 and Ecto-NRF2
and control treatment, respectively; F={1.34, Student’s #-test;
Fig. 7TEL. We thus conclude that Sema 3C iy dispensable for the
formation and maturation of the GABAergic SH pathway.

Discussion

Semaphorin 3C in the development and maturation
of GABAergic septohippocampal axons

During embrycnic development, distinct factors orchestrate the
guidance of SH pathway fibers. Thus, whereas secreted Sema 34
and 3F are believed toc chemorepel septal axons towards dorsal
regions, netrin-1, expressed mainly in the fimbria, chemoeatiracts the
same axons, thereby allowing their entry into the target hippocampus
(Pascual ef al., 2004b). Once GABAergic SH fibers reach their target
region, little is Jmown about the molecules implicated in their target
selection specifically for the perisomatic region of the GABAergic
hippocampal interneurcns. In previcus studies, we have shown that the
formatien of this pathway is independent of the expression of Reelin,
an extracellular matrix protein expressed by some hippocampal
interneurons (Pascual ef af, 2004a). Conversely, GABAergic SH
axons terminate preferentally conto nerve growth factor-positive
interneurons, although their role is unknown (Rocamora ef af.,
1996; Pascual er af, 1998}, In contrast to Sema 3A and 3F, Sema
3C is permissive for the growth of GABAergic SH axons and, at later
postatal stages, many pericellular SH baskets are formed on Sema
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3C-expressing interneurons (Pascual er al., 2005). Moreover, Sema
3C has been described as either a chemoattractive or chemorepulsive
molecile, depending on the types of axons tested and on the
developmental stage studied (Bagnard er af., 1998; Chen et af., 1998;
Niquille ef af., 2009}, and neurons in the MS/DB complex express
Sema 3C receptors, neuropilin-1 and -2, at posmatal stages (Pascual
ef al., 2005). These observations prompted the present study, in which
we used Sema 3C-deficient mice. However, we found that the absence
of Sema 3C in the target neurons does not influence the formation of
or target selection by GABAergic SH axons. The results obtained by
blocking Sema 3C functon in the entire co-cultures with Ecto-NEF1
and Ecto-NRP2 confirm that Sema 3C is not essential for the
development and target specificity of the GABAergic SH pathway.

We conclude that the development, maturation and synaptic
connectivity of the GABAergic SH pathway ocour in a Sema 3C-
independent manner. The present findings, in conjunction with the
observation that hippocampal interneurons express different combi-
nations of growth factors and guidance molecules (Rocamora ef al.,
1996; Alcantara ef al., 1998; Pascual ef af., 1998}, suggest that the
specificity of the GABAergic SH pathway is the result of either
redundant axonal guidance-related mechanisms or a still unkmown
crucial functicnal cue.

Robust reconstruction of the GABAergic sepiohippocampal
pathway in in vitro sfice cuffures

Here we set up an fn virro culture model of the GABAergic SH
pathway, by using organotypic slice co-cultures. The in witre model
retaing the target cell specificity of the GABAergic SH pathway and
the formation of specific symmetric synaptic contacts in the
perisomatic compartment. The present data cbtained in virro,
particularly the percentage of interneurons contacted by GABAergic
SH axons, are highly coincident with those reported in wive for
GADG5/67- and PARV-positive neurons (around 40 and 30%,
respectively; Rocamora ef al, 1996 and our unpublished results).
However, we found that the percentage of CALR-positive neurons
contacted by the GABAergic SH component in virro is higher than
that in vive (50% vs. 25%, respectvely; Rocamora ef af., 1996 and
our unpublished results). Some specific features of the slice co-
cultures fe.g. differental neuronal survival i wifre and in wvive,
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Fi. 7. Blacking Sema 3C effects in the co-cultures does not affect the development or the target cell selection of the GABAergic SH component. Diagrams
showing the application of control (A} or Ecto-NEPL and Ecto-NEP2-enriched medium (C) in the entire ¢o-cultures. High-magnification micrographs of 15 DIV co-
cultures (biocyiin staining in black, GADE5/67 in brown} allow for the detection of complex GAB Aergic SH baskets in the hippocampus of both control (B} and
Ecto-NRF1 and Ecto-NREP2 (D) treated co-cultares. (B} Cuantification of the percentage of GADGS/67-positive interneurons contacted by GABAergic SH axons
reveals no differences in the cultures where Sema 3C protein is blocked (Ecto-NRFP1 and Ecto-NRE2) with respect to the control. Scale bar: 50 wm in D (also applies

to B

© 2011 The Authors, Eurcpean Joumal of Neuroscience © 2011 Federation of Buropean Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd

Euwropean Jowrnal of Newroscience, 34, 1923-1533

79



1932 5. E. Rubio et al.

altered temporal expression of some calcium-binding proteins) might
account for these differences.

Regarding the temporal development of the connection in the model
described here, the time-course of maturation of the GABAergic SH
baskets is slightly accelerated compared with the in vivo situation but,
in 3—4 weeks, they reach an identical degree of complexity to that scen
in vivo. Previous studies have shown that neuronal activity-dependent
mechanisms shape the fine tuning and complexity of most connections
in the brain (Wang et al., 2007; Huang & Scheiffele, 2008; Huang,
2009; Blankenship & Feller, 2010). To keep the hippocampal activity
as physiological as possible, our organotypic SH cultures included the
entorhinal cortex, and thus entorhino-hippocampal input (Del Rio
et al., 1997; Del Rio & Soriano, 2010), which is critical for the main
trisynaptic hippocampal pathway (Chrobak et al., 2000; Canto et o,
2008). However, we found that the fonmation of the GABAergic SH
pathway is independent of the entorhinal cortex. This observation
suggests that the expression and biological activity of the factors
responsible for orchestrating target neuron selection by GABAergic
SH axons are not controlled by the synaptic activity driven by
entorhinal afferents. Furthermore, the GABAergic SH fibers formed
complex pericellular baskets in our in vitre co-culture model, reaching
a similar level of complexity to that in adull mice. This finding
suggests that the in vive activity-dependent related mechanisms
required 1o finely sculpt the GABAergic persomatic baskets were
preserved in the in vitro model.

Similarly, we also show that the cholinergic SH pathway develops
in a correct manner i vitre, with an axonal distibution similar o
that observed in vive (Wooll et al, 1984; Frotscher & Lérinth,
1986). Taken together, our results provide evidence that the
development and maturation of the GABAergic SH pathway rely
on robust molecular mechanisms that are retained in our in vitro co-
culture model.

By terminating on most types of hippocampal interneurons, the
GABAcrgic SH pathway is believed 1o inhibit their activity, thereby
allowing the firing of large numbers of pyramidal newrons (Freund &
Antal, 1988; Toth er al, 1997). Such disinhibition is believed to allow
the synchronous activity of large areas of the hippocampus, thereby
permitting the regulation of rhythmic activities, including theta and
gamma oscillatory activity (Buzsaki, 2002; Hangya et al, 2009).
Furthermore, the GABAergic SH pathway and the theta and gamma
thythms are largely preserved during phylogeny, including humans
(Stewart & Fox, 1991; Tesche & Karhu, 2000), and are believed to be
involved in complex cognitive functions such as learning and memory
and in rapid eye movement sleep, the disruptions of which have been
associated with distinet stages of disease, including Alzheimer's
disease (Prinz er al., 1982; Buzsaki, 2002; Cantero et al., 2003). Thus,
the high degree of target specilicity, the addressable manipulation of
the system and the accessibility to several techniques of the co-culture
model developed here lead us 1o propose that our model would greatly
contribute to research not only into the development of the GABA-
ergic SH pathway, but also into functional parameters related to its
physiological significance.

Acknowledgements

We thank Natalia Ruiz for excellent technical suppor, Tanya Yates for editorial
assistance, and the personnel of the Advanced Digital Microscopy Pacility at
the Institute for Research in Biomedicine (IRB Barcelona) for support. This
study was funded by Grant BFU2008-3980 [Ministerio de Ciencia e
Innovacion (MICINN)] and a grant from the Caixa Catalunya-Obra Social
Foundation to E.S., the Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS),
Université de la Méditerranée to 5.C. and FM., and PI0S./1891 (Fondo de
Investipaciones Sanitarias, MICINN) to M.P.

Abbreviations

BDA, biotinylated dextran-amine; CALR, calretinin, DIV, days in virro, E,
embryonic day; Ecto-NRP1, neuropilin-1 ectodomain; Ecto-NRP2, neuropilin-
2 ectodomain, GAD, plutamic acid decarboxylase; MS/DB, medial sep-
tum//diagonal band; P, postnatal day; PARV, parvalbumin; Sema, semaphorin;
5H, septohippocampal.

References

Alcéntara, 8., Ruiz, M., I’ Arcangelo, G., Ezan, F., De Lecea, L., Curran, T.,
Sotelo, C. & Sorimo, E. (1998) Regional and cellular pattems of reelin
mRNA expression in the forebrain of the developing and adult mouse.
4. Neurosci., 18, 77797799,

Amaral, D.G, & Witter, M.P. (2004 ) Hippocampal formation. In Paxinos, G. (ed),
The Rar Nervous System. Elsevier Academic Press, Amsterdam., pp. Xvii.
Bagnard, D., Lohrum, M., Uziel D.. Puschel, AW. & Bolz, I. (1998)
Semaphoring act as attractive and repulsive guidance signals during the

development of cortical projections. Develnpment, 125, 5043-5053.

Blankenship, A.G. & Feller, M.B. (2010) Mechanisms underlying spontansous
pattemed activity in developing neural circuits. Nar. Rev., 11, 18-29.

Buzsaki, G (2002) Theta oscillations in the hippocampus. Netron, 33, 325-340.

Cantero, L., Atienza, M., Stickpold, R., Kahana, M.L, Madsen, LR. &
Koesis, B. (2003) Sleep-dependent theta oscillations in the human hippo-
campus and neocorex. J. Mewrosci., 23, 10897-10903.

Canto, C.B., Wouterlood. F.G. & Witter, M.P. (2008) What does the
anatomical organization of the entorhinal corex tell us? Newral Plase,
2008, 381243,

Chen, H., He, Z., Bagri, A. & Tessier-Lavigne, M. (1998) Semaphorin-
neuropilin interactions underlying sympathetic axon responses to class iii
semaphoring. Newron, 21, 1283-1200.

Chrobak, 1.1, Lorincz, A. & Buzsaki, G. (2000) Physiological pattems in the
hippocampo-entorhinal cortex system. Hippocampus, 10, 457=465.

el Rio, 1A, & Sonano, E. (2010) Regenerating cortical connections in a dish:
the entorhino-hippocampal organotypic slice co-culture as tool for pharma-
cological screening of molecules promoting axon regeneration. Nat. FProfoc.,
5, 217-220.

el Rio, LA, Heimrich, B., Borrell, V., Forster, E., Drakew, A., Alcantara, S.,
Nakajima, K., Miyata, T., Ogawa, M., Mikoshiba, K., Derer, P., Frotscher,
M. & Sonano, E. (1997) A mole for Cajal-Retzius cells and reelin in the
development of hippocampal connections, Nature, 385, T0-74,

Easter, 5.5, Purves, D, Rakic, P. & Spitzer, N.C. (1985) The changing view of
neurdl specificity. Science, 230, 507-511.

Feiner, L., Webber, AL, Brown, CB, Lu, M.M., lia, L, Fenstein, P,
Mombaerts, P., Epstein, 1A, & Raper, LA, (2001) Targeted disruption of
semaphonn 3C leads to persistent truncus arteriosus and aortic arch
interruption. Development, 128, 3061-30710.

Freund, TF. & Antal, M. (1988) GABA-containing neurons in the septum
control inhibitory intermeurons in the hippocampus. Natwre, 336, 170-173,

Frotscher, M, & Lérinth, C, (1986) The cholinergic innervation of the rat fascia
dentata: identification of target structures on granule cells by combining
choline acetyl i immunocytochemistry and Golgi impregration,
J. Camp. Newrol., 243, 58=T0.

Goodman, C.5. (1996) Mechanisms and molecules that control growth cone
guidance. Anmu. Rev. Newrosci., 19, 341-377.

Gulyds, Al, Gires, T, & Freund, TF. (1990) Innervation of different
peptide-containing neurons in the hippocampus by gabaergic septal afferents.
Neurascience, 37, 31-44.

Hangya, B., Borhegyi, 7., Szilagyi, N., Freund, T.F. & Varga, V. (2009)
GABAergic neurons of the medial septum lead the hippocampal network
during theta activity. J. Newrosci, 29, 8094-5102.

Heimrich, B., Papp, EC., Freund, TF, & Frotscher, M. (1996) Regeneration of
the GABAergic seplohippocampal projection i vifro. Newroscience, 72,
409417,

Huang, Z.1. (2009} Activity-dependent development of inhibitory synapses and
innervation pattern: role of GABA signalling and beyond. J, Physiol., 587,
1881-1888.

Huang, Z.J. & Scheiffele, P. (2008) GABA and neuroligin signaling: linking
synaptic activity and adhesion in inhibitory synapse development, Curr.
Opin. Neurobiol., 18, 77-83.

Lu, B., Wang, K.H, & Nose, A, (2009) Molecular mechanisms underlying
newral cireuit formation. Curr. Opin, Newrobiol., 19, 162-167.

Niguille, M., Garel, 5., Mann, F, Hornung, J.-P., Otsmane, B., Chevalley, 8B,
Parras, C., Guillemot, F., Gaspar, P., Yanagawa, Y. & Lebrand, C.C. (2009)

@ 2011 The Authors. European Journal of Neuroscience @ 2011 Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd

80

European Journal of Nearoscience, 34, 1923-1033



Transient neuronal populations are required to guide callosal axons: a role
for semaphorin 3C. PLoS Biol., 7, el000230,

Pascual, M., Rocamora, N., Acsady, L., Freund, T.F. & Soriano, E. (1998)
Expression of nerve growth factor and neurotrophin-3 mRNAs in hippo-
campal interneurons: morphological characterization, levels of expression,
and colocalization of nerve growth factor and neurotrophin-3. J. Comp.
Neurol., 395, 73-90,

Pascual, M., Pérez-Sust, P. & Soriano, E. (2004a) The GABAergic septohippo-
campal pathway in control and reeler mice: target specificity and termination
onto reelin-expressing interneurons. Mol. Cell. Neurosci., 25, 679-691.

Pascual, M., Pozas, E.. Barallobre, M., Tessier-Lavigne, M. & Soriano, E.
(2004b) Coordinated functions of Netrin-1 and Class 3 secreted Semaphorins
in the puidance of reciprocal septohippocampal comnections. Mol Cell.
Newrosei |, 26, 24-33,

Pascual, M., Pozas, E. & Sorano, E. (2005) Role of class 3 semaphorins in the
development and maturation. of the septohippocampal pathway. Hippocam-
pus, 15, 184-202,

Prinz, PN, Vitaliano, PP, Vitiello, M.V ., Bokan, J., Raskind, M., Peskind, E.
& Gerber, C. (1982) Sleep, EEG and mental function changes in senile
dementia of the Alzheimer’s type. Newrobiol. Aging., 3, 361-370.

Rocamora, N., Pascual, M., Acsady, L., de Lecea, L., Freund, T.F. & Soriano,
E. (1996) Expression of NGF and NT3 mRNAs in hippocampal intereurons
innervated by the GABAergic septohippocampal pathway. J. Neurosei., 16,
30074004

Shen, K. & Cowan, C'W. (2010) Guidance molecules in synapse formation and
plasticity. Cold Spring Harb. Perspect. Biol., 2, al(1842.

Song, H-I. & Poo, M.-M. (2001) The cell biclogy of neuronal navigation. Nar.
Cell Biol., 3, E31-E88.

Semaphorin 3C in the septohippocampal pathway 1933

Spitzer, N.C. (2004) Coincidence detection enhances appropriate wiring of the
nervous system. Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 101, 5311-5312.

Stewart, M. & Fox, S.E. (1991) Hippocampal theta activity in monkeys. Brain
Res., 538, 59-63.

Super, H. & Soriano, E. (1994) The organization of the embryonic and early
posmatal murine hippocampus. II. Development of entorhinal, commissural,
and septal connections studied with the lipophilic tracer Dil. J. Comp.
Newrol., 344, 101-120.

Tago, H., Kimura, I. & Maeda, T. (1986) Visualization of detailed
acetylcholinesterase fiber and newron staining in rat brain by a sensitive
histochemical procedure. J. Histochem. Cyrochem., 34, 1431-1438.

Tesche, C.D. & Karhu, J. (2000) Theta oscillations index human hippocampal
activation during a working memory task. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97,
919-924.

Tessier-Lavigne, M. & Goodman, C.S. (1996) The molecular biology of axon
puidance. Science, 274, 11231133,

Téth, K., Freund, T.F. & Miles, R. (1997) Disinhibition of rat hippocampal
pyramidal cells by GABAergic afferents from the septum. J. Physiol., 500,
463474,

Waites, CL.. Craig. AM. & Gamer, C.C. (2005) Mechanisms of vertebrate
synaptogenesis. Annw. Rev. Newrosei., 28, 251-274.

Wang, C.-L., Zhang, L., Zhou, Y., Zhou, I, Yang, X.-I., Duan, 5.-M,
Xiong, Z-0Q. & Ding, Y.-Q. (2007} Activity-dependent development of
callosal projections in the somatosensory cortex, J. Newrosci., 27, 11334—
11342,

Woolf, N.1., Eckenstein, F. & Butcher, L.L. (1984) Cholinergic systems in the
rat brain: 1. Projections to the limbic telencephalon. Brain Res. Bull, 13,
T51-784.

@ 2011 The Authors. European Journal of Neuroscience @ 2011 Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd

European Journal of Newroscience, 34, 1923-1933

81



82



Resultados - 11

83



84



Envejecimiento acelerado de la conexion GABAérgica
septohipocampica y disminucion de ritmos hipocampales en un
modelo murino de enfermedad de Alzheimer

Sara E. Rubio™™, German Vega-Flores?, Albert Martinez*"¢, Carles Bosch*™, Alberto
Pérez-Mediavilla®, Joaquin del Rio®, Agnés Gruart®, José¢ Maria Delgado-Garcia’,
Eduardo Soriano™®¢, Marta Pascual®"®

* Laboratorio de Neurobiologia del Desarrollo y de la Regeneracion Neuronal, Instituto de
Investigacion Biomédica de Barcelona (IRB), E-08028 Barcelona, Espafia.

b Departamento de Biologia Celular, Universidad de Barcelona, E-08028 Barcelona, Espafia.
¢ Centro de Investigacion Biomédica en Red para Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERNED-ISCIII), Espafia.

4Division de Neurociencias, Universidad Pablo de Olavide, E-41013 Sevilla, Espafia.

¢ Divisién de Neurociencias, Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA) Universidad
de Navarra, E-31080 Pamplona, Espaiia.

RESUMEN

Los pacientes de enfermedad de Alzheimer (EA) muestran alteraciones en el funcionamiento
de las redes corticales, incluidos patrones de actividad sincrdnica alterados y un déficit grave
en la inervacidn colinérgica septohipocampica (SH). No obstante, se desconocen en gran
medida los mecanismos que subyacen a estas alteraciones, asi como la implicacion del
componente GABAérgico SH en EA. La conexion GABAérgica septohipocampica (GSHP,
siglas en inglés de GABAergic septohippocampal pathway) regula la actividad sincrdnica en
hipocampo ya que controla la actividad de las interneuronas. En este estudio se demuestra,
mediante experimentos bien caracterizados de trazado de la conexion, que la inervacion por
parte de la GSHP disminuye durante el envejecimiento normal. Ademads, en un modelo
murino de EA (hAPPsy ma; cepa J20), la disminucidn de esta conexidn es mas acentuada y
prematura, en individuos de 8 meses de edad. Este declive no estd causado por una pérdida de
neuronas, sino por una reduccion en el nimero y complejidad de los terminales axonicos de la
GSHP en hipocampo. Por ultimo, se demuestra que la potencia de los ritmos theta y gamma
hipocampicos estd notablemente disminuida en los ratones de 8 meses no anestesiados que
expresan el gen 74 PP mutado. Junto con la reconocida pérdida de inervacion colinérgica en el

hipocampo en AD, estos datos sugieren que algunas de las alteraciones en los patrones de
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actividad sincrénica presentes en pacientes de EA podrian estar causados por la pérdida de

axones GSHP, que modulan a su vez la actividad de las redes hipocdmpicas.
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ABSTRACT Patients with Alzheimer’s disease (AD)
display altered functioning of cortical networks, includ-
ing altered patterns of synchronous activity and a
serious deficit in cholinergic septohippocampal (SH)
innervation. IHowever, the mechanisms underlying
these alterations and the implication of the GABAergic
SH component in AD are largely unknown. In addition,
the GABAergic septohippocampal pathway (SHP) is
believed to regulate synchronous hippocampal activity
by controlling the activity of interneurons. Here we
show, using well-characterized pathway tracing experi-
ments, that innervation of the GABAergic SHP de-
creases during normal aging. Furthermore, in an AD
mouse model (hAPPg 4 J20 mice), the GABAergic
SHP shows a dramatic and early onset of this decrease
in 8mo-old mice. This decline is not caused by neuro-
nal loss, but by the reduced number and complexity of
GABAergic SH axon terminals. Finally, we demonstrate
that hippocampal § and vy rhythm power spectra are
markedly diminished in 8-mo-old behaving mice ex-
pressing mutated hAPP. In addition to the well-known
loss of cholinergic input to the hippocampus in AD,
these data suggest that the altered patterns ol synchro-
nous activity seen in patients with AD could be caused
by the loss of GABAergic SH axons, which modulate
hippocampal network activities.—Rubio, S. L., Vega-
Flores, G., Martinez, A., Bosch, C., Péerez-Mediavilla,
A., del Rio, ]J., Gruart, A., Delgado-Garcia, J. M.,
Soriano, E., Pascual, M. Accelerated aging of the
GABAergic septohippocampal pathway and decreased

Abbreviations: AP, amyloidp; AD, Alzheimer’s disease;
BDA, biotinvlated dextran amine; CALR, calretinin; DB,
diagonal band of Broca; FAD, familial Alzheimer’s disease;
GADBbH /67, ghitamic acid decarboxylase isoforms 65 and 7
hAPP, human amyloid precursor protein; MS, medial septum;
NEM, nucleus basalis magnocellularis; PARV, parvalbuming
SH, septohippocampal; SHP, septohippocampal pathway;
W, wild type
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hippocampal rhythms in a mouse model of Alzheimer’s
disease. FASEB J. 26, 000-000 (2012). www.fasebj.org

Key Words: 0 vhiythm + [20 mice - medial septum

THE MOST TYPICAL NEUROPATHOLOGICAL hallmarks of
Alzheimer's disease (AD) are amyloid-3 (AB) deposits
and Tau tangles. However, one of the earliest manifes-
tations of this disease is the progressive deterioration of
the cholinergic component of the basal forebrain sys-
tem, including the medial septum/diagonal band of
Broca (MS/DB) and the nucleus basalis magnocellu-
laris (NBM), and thus of the cholinergic input to the
cerebral cortex, including the hippocampal complex
(1-8). This phenomenon has been described during
normal aging in experimental ammals, and several
abnormalities in the cholinergic system have also been
reported in aged human brains (4-6). Moreover, it is
believed that reduced function of the cholinergic sep-
tohippocampal pathway (SHP) may underlie early im-
pairment of hippocampus-based episodic memory. In-
deed, pharmacological intervention of the cholinergic
neurotransmitter system (eg., cholinesterase inhibi-
tors) is used to treat early AD symptoms (7).

In addition to the cholinergic pathway, the SHP has
a second important component, the GABAergic SHP.
This inhibitory pathway terminates specifically on
GABAergic hippocampal interneurons (8, 9), which, in
turn, confrol the activity of pyramidal neurons. It has
been proposed that activation of GABAergic SHP neu-
rons leads to the selective inhibition of inhibitory
interneurons, thereby allowing the synchronous activa-
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tion of large numbers of pyramidal neurons (10, 11).
Thus, the GABAergic SHP may provide correct levels of
excitation as well as regulate synchronous neuronal
activities, including the 8 and v rhythms (12, 13). The
6 rhythm is involved in visuospatial processing and the
storage and retrieval of information in the hippocam-
pus (14, 15).

Recent studies have reported altered rhythmic activ-
ity in human patients affected by AD and in animal
models of this disease (16, 17). For instance, there is
evidence of visuospatial deficits (18) and increased
excitability (19, 20) in patients with AD. These pro-
cesses are associated with 0 oscillations, which are
believed to depend strongly on the GABAergic SHP
(12,13). Thus, herein we examined whether this path-
way presents alterations in AD mouse models that could
underlie these aberrant network activities. First, we
show that innervation of the GABAergic SHP decreases
during normal aging. Second, our data indicate that
the GABAergic SHP in mice of the J20 mouse line, an
AD model expressing human amyloid precursor pro-
tein (hAPP) carrying Swedish and Indiana mutations
(21, 22), presents an early decrease in innervation; this
reduction is not caused by neuronal loss, but by re-
duced complexity of GABAergic SHP axons. In agree-
ment with these data, we demonstrate that 0 and vy
rhythms are decreased in J20 transgenic mice at the age
at which histological deficits are detected.

MATERIALS AND METHODS
Animals

For the histological procedures, we used wild-type (WT) male
mice (CHTBL/G] strain; 2-3, 8-9, and 18 mo old; #n=3-5/
group) and hemizygous transgenic male mice expressing
hAPP carrying the Swedish and Indiana familial Alzheimer
disease (FAD) mutations (J20 line; 2 and 8-9 mo old;
n="5/group). For the electrophysiological studies, 2- and
8-8-mo-old transgenic (#=6) and nontransgenic (n=9) mice
from the J20 strain were used. All animals were kept on a 12
light-dark schedule with access to food and water ad lbitum.
All the experiments using animals were performed in accor-
dance with the European Community Council Directive and
the U.8. National Institute of Health guidelines for the care
and use of laboratory animals. Experiments were also ap-
proved by the Ethies Committee for Animal Experimentation
(CEEA), University of Barcelona (Barcelona, Spain), and the
ethics committee of Pablo de Olavide University (Seville,
Spain).

Detection of septohippocampal (SH) fibers

Animals were deeply anesthetized [mixture 10:1 Ketolar
(Parke-Davis Veterinary, Pontypool, UK)/Rompun (Bayer,
Leverkusen, Germany), 0.005 ml/g] and stereotaxically in-
jected with an anterograde tracer [10% biotinylated dextran-
amine (BDA), 10,000 MW; Molecular Probes Inc., Eugene,
OR, USA] m the MS/DB complex. Each animal received
midline injections of the tracer into the MS/DB complex at
one or two anteroposterior (AP) levels, and at two dorsoven-
tral (DV) injection points by iontophoresis (7 pA positive
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direct current, 7 s on—off cycle). Stereotactic coordinates
were (from Bregma): AP + 0.7 (in the case of single AP
levels) or AP + 0.5 and + 0.9 (in the case of two AP levels),
and DV —3.0 and —3.7. This protocol results in intense BDA
labeling in the M5/DB complex area, which contains the
highest proportion of GABAergic SH neurons (23). After 5 or
6 d, the animals were deeply anesthetized and perfused with
4% paraformaldehyde in 0.12 M phosphate buffer. The
brains were frozen, and 30-pm sections were cut. Coronal
sections were stored in a eryoprotectant solution (30% glye-
erin, 30% ethylene glycol, and 40% 0.1 M phosphate buffer)
at —20°C until use. After blocking, BDA was visualized by
incubating the sections overnight at 4°C with the ABC com-
plex (Vectastain ABC Kit; Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) diluted 1:100. Peroxidase activity was developed
with diaminobenzidine mtensified with nickel ammonium
sulfate and cobalt chloride (DAB/Ni-Co), and H;O.,. There-
after, sections were mounted onto gelatinized slides, Nissl
stained, and coverslipped with Eukitt. We considered only the
BDA-injected mice that displayed a strong uptake of the
tracer in the MS for this study.

Immunodetection of neuronal populations

Some hippocampal sections from each of the iontophoreti-
cally injected animals were processed for the double immu-
nodetection of BDA and several interneuronal markers (23,
24). After blocking, free-floating sections of the tissue were
incubated overnight at 4°C with the ABC complex (Vectastain
ABC Kit; Vector Laboratories) diluted 1:100 simultaneously
with well-characterized rabbit polyclonal antibodies (Swant
Antibodies, Marly, Switzerland) against parvalbumin (PARV;
1:3000) or calretinin (CALR; 1:1000), or glutamic acid decar-
boxylase isoforms 65 and 67 (GADG5/67; 1:1000; Chemicon
International, Temecula, CA, UUSA). BDA was revealed using
DAB/Ni-Co, yielding a black end product in SH fibers.
Primary antibodies were then visualized by sequential incuba-
tion with biotinylated secondary antibodies and the ARBC
complex (2 h each; Vector Laboratories). The peroxidase
reaction was developed with DAB to produce a brown end
product. The sections were mounted onto gelatinized slides,
dehydrated, and coverslipped with Eukitt.

For double immunofluorescent detection of BDA and
PARV, after blocking, the sections were incubated overnight
with anti-PARV antibody. Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit lgG
(Invitrogen, Carlshad, CA, U7SA) was incubated for 2 h in the
presence of streptavidin-fluorescein (1:200, Amersham Bio-
sciences, Little Chalfont, UK). The sections were mounted
onto slides and coverslipped with Mowiol 4-88 (Merck, Darm-
stadt, Germany). lmages were acquired with a Leica TCS SPE
confocal microscope (Leica Microsystems, Heidelberg, Ger-
many) and processed with Image] software (Rasband, W. 5.
U.5. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Sections corresponding to the MS were used for fluores-
cent immunodetection of PARV. After blocking, lissue was
incubated overnight with anti-PARV antibody and then incu-
bated with Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG (Invitro-
gen). The sections were mounted, coverslipped with Mowiol
4-88, and imaged as described above.

Electron microscopy

Adult (83-mo-old) 20 (n=2) and WT male mice (n=23) were
perfused with 2% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde
i 0.12 M phosphate buffer. Brains were fixed in the same
solution overnight. Tissue slices were obtained and BDA
detection was performed as described above, except that the
entire procedure was performed at 4°C. Thereafier, slices
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were transferred to 2% osmium tetroxide, stained with 2%
uranyl acetate, dehydrated, and finally embedded in Araldite.
Ultrathin sections from hippocampi were collected on Form-
var-coated slot grids and stained with lead citrate. Stained
boutons contacting cell bodies of hippocampal interneurons
were identified and photographed.

Analysis of the histological sections

Microscopic observations were focused on sections corre-
sponding to the MS and to dorsal (sections between 1.60 and
2.50 mm posterior to Bregma) and ventral (sections 2.90 and
3.40 mm posterior to Bregma) hippocampal levels, following
the atlas reported by Paxinos and Franklin (25).

To estimate the density of GABAergic SH neurons, PARV-
immunopositive cells in the MS/DB complex were hand
counted under a fluorescent optical microscope (Nikon
EG00; Nikon Corp., Kawasaki, Japan) in serial sections of the
brain from animals of the different groups (2-, 8-, and
18-mo-old WT mice, and 2- and 8ma-old |20 mice, n=4-8
animals/genotype and age; 3-5 sections/animal) and the
results were expressed as number of PARV-immunopositive
cells in the MS/DB area.

To estimate the density of hippocampal interneurons and
the percentage of these cells contacted by GABAergic SH
fibers, the density of interneurons containing PARV or CALR,
as well as the percentage of these interneurons receiving the
BDA" pericellular basket, was calculated in the entire hip-
pocampal area of cach section (3-5 animals/genotype and
age, 4-8 sections/animal). The hippocampal area of each
section considered above was quantified with Cell'F software
(Olympus). The density of hippocampal interneurons was
defined as the density of interneurons per square millimeter.
Each harvested single section contained 52-321 PARV' in-
terneurons and 78-755 CALR-immunoreacted interneurons.

A similar procedure was performed for GADG5S /67-immu-
nopositive cells, except that, due to the very large number of
GADEG/67 " cells, we selected several sample areas for each
single section. The selected samples (125-pm-wide stripes)
contained all hippocampal layers (perpendicularly from the
ventricle to the pial surface) and for each section included 1
stripe in the dentate gyrus, 2 in the CAS3 area, and 8 in the
CAl region. For GAD65/67 quantification, 3-5 animals/
genotype and age were used, and 4-8 sections/animal were
analyzed. Data were represented as above (density of in-
terneurons per square millimeter).

To assess the complexity of the GABAergic SH contacts, the
numbers of synaptic boutons around the somata of hip-
pocampal interneurons were counted for each interneuron
subclass n the same sections and procedure as above.

Statistical analysis of histological data

For the statistical analysis, we estimated the densities of
GABAergic SH (PARV-immunopositive) cells per section for
each mouse. For each hippocampal interneuronal popula-
tion studied (PARV-, CALR-, or GADB5/67-inmunopositive
neurons), the density of interneurons per square millimeter,
percentage of contacted interneurons, and number of bou-
tons per single basket were estimated for each hippocampal
area.

Histological data were processed for statistical analysis with
StatGraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics, Rockville, MD,
USA). Overall comparisons (l-way ANOVA and Kruskal-
Wallis tests) and post hoe 2-sample Student’s ¢ test (2-tailed) or
Mann-Whitney Wtest (2-tailed) were used (when the samples
fitted a normal distribution or not, respectively) to examine
differences between the experimental groups. The signifi-
cance was set at P < 0.05 for the 2-tailed tests.
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Surgery for chronic recording experiments

The 2-and 8-mo-old W1 and |20 mice were anesthetized with
0.8-5% halothane delivered from a calibrated Fluotec 5
vaporizer (Fluotec-Ohmeda, Tewksbury, MA, USA) at a flow
rate of 1-4 L/min oxygen. Animals were implanted with a
recording electrode aimed at the ipsilateral stratum radiatum
underneath the CAl area (1.2 mm lateral and 2.2 mm
posterior to Bregma; depth from brain swiface, 1.0-1.5 mm;
ref, 25). These electrodes were made of 50-pm Teflon-coated
tungsten wire (Advent Rescarch Materials Lid., Eynsham,
England). A bare silver wire (0.1 mm) was affixed to the skull
as a ground, The wires were connected to a 6-pin socket, and
the sockel was fixed to the skull with the help of two small
screws and dental cement (see ref. 26 for details).

Recording procedures

The electroencephalographic (EEG) field activity of the CAl
area was recorded with the help of Grass P511 differential
amplifiers. EEG recordings were carried out with the awake
animal placed either in a small (555 cm) box to prevent
walking movements or in a large (20%15x15 cm) box in
which the animal could move freely. Recordings were carried
out for 20 min, from which up to 5 min of recording free of
unwanted artifacts were selected for spectral analysis.

Data analysis of the elem.rophygiolngical expe.rimems

Hippocampal activity was stored digitally on a computer
through an analog/digital converter (CED 1401 Plus; CED,
Cambridge, UK), at a sampling frequency of 11-22 kHz and
an amplitude resolution of 12 bits. Commercial computer
programs (Spike 2 and SIGAVG; CED) were modified to
represent recordings.

The power spectrum of the hippocampal EEG activity
during recording sessions was computed with the help of
the Mat Lab 7.4.0 software (MathWorks, Natick, MA, USA),
using the fast Fourier transform with a Hanning window,
expressed as relative power and averaged across each
session. This average was analyzed and compared using the
wide-band model, considering the following bands: § (<4
Hz), 0 (4.1-8 Hz), « (8.1-12 Hz),  (12.1-26 Hz), and vy
(26.1-100 Hz) (27).

Dhata were processed for statistical analysis using the Sigma
Plot 11.0 for Windows package (Systat Software Inc., San Jose,
CA, USA). Two-way ANOVA and nonparametric statistical
tests (Mann-Whitney rank sum test) allowed checking the
statistical differences between groups.

RESULTS

GABAergic SH innervation is decreased during
normal aging

To trace the GABAergic SHP, we performed iontopho-
retic injections of BDA in the MS, following a protocol
that virtually fills the MS/DB complex with tracer
(Fig. 14, B; ref. 23). As shown previously (8, 24, 28), SH
axons innervated all layers in the hippocampus and
dentate gyrus, and two types of f[bers were clearly
distinguished: thin axons with numerous “en passant”
boutons, corresponding to cholinergic fibers, and thick
GABAergic axons that established complex basket-like
nets with large boutons around the perisomatic region
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Figure 1. The GABAergic SHP connection originates in the
MS and innervates hippocampal interneurons by forming
complex baskets. Injection of biotinylated dextran-amine in
the MS results in a strong labeling of SH axons in the
hippocampus (HP). A} While cholinergic axons (blue) inner-
vate all types of hippocampal neurcons, GABAergic axons
(orange) establish contact only with interneurons (red cir-
cles). FF, fimbriatfornix; STR, striatum. B) Photomicrograph
of a Nissl-stained section shows the site of injection of BDA in
the MS5/DB complex. ) Some septal fibers forming baskets
(arrows) are present in or close to the stratum pyramidale
(sp) in the CA3 region of the hippocampus. so, stratum
oriens; sr, stratum radiatum. D) Septal synaptic contacts
(arrows) are arranged forming a characteristic basket around
the somatic region of a neuron in the pyramidal cell layer.

Scale bars = 500 pm (B); 100 pm ( bar in B); 20 pwm (.

of hippocampal neurcns scattered throughout all hip-
pocampal layers (Fig. 1€ D). To characterize the SH
fibers filled with BDA, we performed a double immu-
nodetection of the tracer with either a GABAergic
(GADB5/67) or a cholinergic (ChAT) marker in the
hippocampi of §-mo-old WT mice (see Supplemental
Data). BDA filled thick fibers and large boutons, form-
ing perineuronal baskets that did not colocalize with
ChAT immunostaining. In contrast, large BDA-labeled
boutons composing baskets were GADS5/67 positive
{(Supplemental Fig. 51). These results demonstrate the
GABAergic nature of the axonal terminals examined in
this study.

Recent studies have shown substantial fiber and
synaptic loss of cholinergic SHP fibers during aging (5,
6, 29). To cur knowledge, the GABAergic SHP compo-
nent has been studied mostly in young adult rodents.
To address whether the GABAergic SHP is altered
during normal aging, we compared young adult (2-mo-
old), adult (8 mo-old), and aged (18-mo-old) mice. The
GABAergic SHP termination showed decreased com-
plexity in aged mice, with fewer basketlike nets and
reduced numbers of boutons (Fig. 24, B, E, &). To
confirm this finding, sections were immunolabeled
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simultanecusly for axons and for their GABAergic
targets (GADG5,/67 immunostaining), and the sections
were quantitatively evaluated. No statistical differences
were ohserved either in the percentage of GAD65 /67"
neurons innervated by SHP fibers or in the complexity
{(number of boutons/basket) of the innervation be-
tween the 2- and 8-mo-old groups (Fig. 3). The percent-
age of GADGH /67" hippocampal neurons contacted by
GABAergic SHP boutons was significantly reduced
(60%) in 18moa-wold hippocampi, compared ta 2mo-
old mice (W=12.0; P<<0.028, Mann-Whitney W test;
Figs. 2C, D, F, Hand 34). However, although there was
a clear downward trend, no statistical differences were
detected in the complexity {(number of boutons per
target GADEE /87T neuron) between aged mice (aver-
age 5.78=0.87) and voung adult (average 7.19+0.38)
or adult specimens (average 7.91+0.668) (Fig. 35).

To study whether this decrease affected the subsets of
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Figure 2, GABAergic SHP during normal aging. The detec-
tion of the septal fibers (BDA, black) is combined with Nissl
staining, GADE5 /67 or PARV immunostaining (brown) in the
hippocampus. A-D), I, [} Septal innervation of the CA2 area in
voung adult (4 €, ) and aged mice (B, D, }). Some SH
baskets are indicated by arrows (A, B). so, stratum oriens; sp,
stratum pyramidale; sr, stratum radiatum. E-H, K-N) Higher-
magnification photomicrographs show single baskets in
young adult (£, £ K and aged mowse (G H M) tissue
sections stained with Nissl, or CAD685/67 or PARV immuno-
staining. Confocal micrographs illustrate the complexity of
the baskets {green) on PARV™ cells (red) from young adult
(L) and aged (N) mice. Scale bars = 100 pm (A-D, I); 25
pm {(E-H); 25 pm (K-N).
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Figure 3. GABAergic SHP input on interncurcn populations decreases during normal aging. Percentage of hippocampal
interneurons contacted by septal GABAergic afferents {4) and the number of boutons per neuron {B) were quantified for
CGAD6B5E/67 (GAD)Y T, PARV™, and CAIR™ populations during normal aging. The percentage of contacted CGADBE/67 and
PARV" neuronsand the number of boutons per PARV™" and CAIR™ target neurcn was diminished in aged compared to young
adult mice. Data represent means + sE for each experimental group. *P <2 0.05.

target hippocampal interneurons, we next used two
additional markers, CALR and PARV antibodies, which
label interneuron-selective 1 (IS-1) interneurons, and
basket and axo-axonic interneurons, respectively (30,
31). In aged mice, the percentage of PARV' cells
contacted by GABAergic SHP baskets was significantly
lower than in young adult (i.e., 2-mo-old) mice (¢=2.64;
P<0.022, Student’s # test; Figs. 21 fand 3). Thus, in
2-mo- and 8moold mice, GABAergic septal axons
formed dense innervations with the perisomatic region
of the PARV? hippocampal interneurons (Fig. 2K L).
In contrast, the number of boutons per target PARV '
neuron was reduced in aged mice [average 6.63=1.30
(18 mo) vs. 10.31+0.86 (2 mo) and 8.86 = 0.87 (8 ma);
=2.44; P<C0.031, Student’s ¢ test; Figs. 2M, Nand 38].
A similar decrease was observed in the density of
boutons innervating CALR ™ interneurans in 18-mo-old
mice (average 2.98x0.61) compared to 2-mo-old mice
(average b5.29+053; =2.658; P<<0.018, Student’s ¢
test), whereas there was a nonsignificant decrease in
the percentage of CALR" neurons contacted (Fig. $).

Taken together, these data show that GABAergic SH
innervation is reduced during normal aging. Moreover,
this age-dependent decrease is more dramatic for
PARV" basket and axo-axonic interneurons,

Transgenic mice expressing mutated hAPP show an
accelerated decrease in the GABAergic SHP

To explore the organization of the GABAergic SHP in
AD mouse models, we injected BDA into the MS/DB
complex of WT adult {§-mo-old) mice and adult (§-mo-
old) mice carrying mutations in the hAPP gene {J20
line; ref. 21). The GABAergic SHP was recognizable in
these transgenic animals, in which septal axons formed
complex baskets around the perisomatic region of
several types of hippocampal interneurons (Fig. 44, B).
Double immunodetection of BDA and PARV showed
that the complexity (number of boutons per target
neuron) of the CABAergic SHP contacts on PARV™T
interneurcns was lower in $mo-old J20 animals (aver-
age 563+0.61) than in WT age-matched controls
(8.86=0.87, Fig. 4C-F. Furthermore, electron micros-
copy confirmed that these GABAergic SHP boutons

CABAergic SEPTOHIPPOCAMPAL PATHWAY IN AGING AND AD

established multiple symmetric inhibitory synaptic con-
tacts on the cell bodies of hippocampal interneurons in
J20 mice. The morphology of these contacts was indis-
tinguishable from that observed in WI' age-matched
controls (Fig. 4G-L).

Teo examine whether mice overexpressing mutated
hAPP showed alterations in the GABAergic SHP during
the development of the disease, 2- and 8&mo-cld J20
mice were traced with BDA and subjected to a quanti-
tative evaluation as above. Young adult J20 mice exhib-
ited a pattern of CABAergic SHP innervation that was
indistinguishable from that observed m WT mice
(Fig. 54, €, D), with similar percentages of interneu-
rons contacted and similar numbers of boutons per
single neurcon; this held true for all the interneuronal
markers used (GAD65,/67, PARV and CALR; Figs. 34, B
and 54, H). In contrast, a dramatic decrease in the
density of the GABAergic SHP innervation was already
observed in 8mo-old J20 mice (Fig. 58 E I; thus, the
percentage of contacted interneurons was significantly
decreased (#=2.39; P<C0.03, Student’s ¢ test for GADS5,/
67; W=10.0; P<0.009, Mann-Whitney W test for PARV
and W=5.0; P<C0.006, Mann-Whitney Wtest for CALE;
Fig. 5&) and, for all types of interneurons analyzed, the
number of boutons per target neurcn was significantly
diminished (P<<0.01, Student’s # test and Mann-Whit-
ney W test; Fig. BH). We thus conclude that the
GABAergic SHP is reduced in 8mo-cld J20 mice ex-
pressing mutated hAPP.

No major loss of GABAergic neurons in the MS /DB
and hippocampus during aging and in J20 mice

To explore whether this decrease is related to neuronal
loss in the MS/DB complex, the GABAergic PARV-
immunaopositive SHP neurons were quantified in the
septum (32). Although our results showed a downward
trend in the number of PARV-immunoreactive cells in
the MS of 18-mo-cld WT mice, statistical analyses
indicated that the density of GABAergic SHP neurons
remained constant for all groups of WT and J20 mice
{K=5.b9; P==0.23, Rruskal-Wallis test; Fig. 64-C).
Similarly, we analyzed the density of hippocampal
interneurcns, the specific targets of GABAergic SHP
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Figure 4. Accelerated decrease in the GABAergic SHP input
in 2 mouse model of AD. A EB) Detection of septal fibers
(black) in a Nisslstained hippocampus of WT (4) and J20 (B)
adult mice. Arrows indicate some SH baskets. so, stratum
oriens; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum. & F)
Complexity of the baskets was assessed by combining EDA
detection (black) with PARV immunostaining {brown). &, )
Confocal photomicrographs of double immunofluorescent
detection of the tracer {green) and PARV (red) showed a
significant reduction in the number of boutons per target
neuron in J20 mice (F) compared with WT mice (D). G-I}
Electron micrographs illustrate ultrastructural features of
GABAergic SH baskets in WI' (&), which are preserved in
J20 (J-L) adult mice. Arrows indicate some BDAcontaining
boutons. n, nucleus; st, synaptic terminal. H, I, K, L) Detail of
the symmetrical synaptic contacts {arrows) on the soma of
hippocampal interneurons. Scale bars =100 pm (A, B); 10
pm (C=F); 1 pm (G ); 500 nm (H, I K I).

fibers, in 2-, 8, and 18-mo-wold WT mice and in 2- and
8-mo-old J20 mice. The population of hippocampal
interneurcons immunoreactive for GADG5/67, PARV,
and CAIR was also constant at all ages in WT and J20
mice, except for a decrease in CALR™ neurons in aged
WT animals (K=10.99; P<0.03, KruskalWallis test);
post hoc analyses showed this decrease was significant in
18moold compared to 2- and &mo-old WT mice
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(W=14.0; P<0.045, Mann-Whitney Wtest and ¢=2.53;
P=20.023, Student’s 7 test; Fig. 60-L). These data indi-
cate that the reduction in innervation of the GABAer-
gic SHP in 18-mo-cld WT mice and in &mo-old J20
mice is not related to neuronal loss, but rather reflects
decreased axonal and perisomatic basket complexity.

Behaving transgenic adult mice expressing mutated
hAPP present lower hippocampal 8 and v rhythms

As the SHP is believed to have a significant effect on
hippocampal network activity (12) and this is altered in
&mo-old J20 mice, we next examined whether the
accelerated loss of the GABAergic SHP in this model is
accompanied with oscillatory network activities of hip-
pocampal circuits recorded in behaving mice with
chronically implanted electrodes (33). Field hippocam-
pal activity was recorded with animals placed in small or
large boxes to determine the contribution of overt
motor activities to the power spectra of the bands (8, 6,
o, b, and v). The 6 and v rhythms of adult WT mice
were better defined to the naked eve than those of adult
J20 mice in both experimental situations (Fig, 74-I). Spec-
tral analysis showed that the 9§ and vy bands had
significantly (P=0.02, Mann-Whitney rank sum test)
greater spectral power in WT than in J20 mice for the
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Figure 5.]20 transgenic mice show an accelerated decrease in
the GABAergic SHP. Detection of the septal fibers (black) is
combined with PARV, GAD65,/67 {GADY or CALR immuno-
staining (brown}) in the hippocampus. A, B) Lower-magnifi-
cation photomicrographs demonstrate the septal innervation
of the CA? area in young adult {4) and adult (B) J20 mice.
Arrows indicate some SH baskets. so, stratum ornens; sp,
stratum pyramidale; sr, stratum radiatum. (—F) Highermag-
nification photomicrographs show baskets on interneurcns in
young adult (C, D), and adult (£ F J20 mice. G, H)
Percentage of hippocampal interneurons contacted by
GABAergic afferents (&) and the number of boutons per
target of these baskets (H) were quantified in J20 mice at
different ages. Scale bars = 100 pm (4, B); 10 pm ( C-F). Data
represent means = SE for each experimental group. *P <
0.05, *+P < 0.01.
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Figure 6. Density of GABAergic SHP neurcons and hippocam-
pal interneureons is mainly spared during aging and in AD. A,
B) Density, distribution, and morphology of GABAergic SH
neurons were assessed by PARY immunofluorescent detec-
tion in septal sections from adult WT (A) and J20 (B) mice. C)
Density of PARV"' cells per section was quantified in all
groups. No change was detected in the density, distribution,
or general morphology in either group. D=L} GAD65/67 (D,
E), CAIR (G, H), and PARV (] K) immunohistochemical
staining in hippocampal sections from adult WT (1), &, /) and
J20 (E, H, K) mice. Number of GAD65/67" (F), CALR™ (D),
and PARV™ (L) cells per square millimeter was quantified in
all groups. There were no differences between groups for any
population except for CAILR™" cells, which were significantly
decreased in aged WT animals. so, stratum oriens; sp, stratum
pyramidale; sr, stratum radiatum; sm, stratum moleculare; sg,
stratum granulosum; h, hilus. Scale bars = 500 nm (A B); 100
wm (A, Binsets; I, E, G, H, [, K). Data represent means * SE
for each experimental group. *P < (.05,

8-mo-old group, with no significant differences in the
other (8, o, and f) bands (Fig. 7E) when the animals
were located in the small box. The 6 and v bands also
had significantly (P=0.03, Mann-Whitney rank sum
test) greater spectral power in &mo-old WT than in
8-mo-old J20 mice, when the animals were located in a
larger box (Fig. 7E). The same experimental pracedure
was carried out for 2mo-old WT and |20 mice (Fig. 75.
No differences were detected in the power spectra of
any of the bands between WT and J20 mice in the
2-mo-old group, either in the small or the large box
(P=0.095, Mann-Whitney rank sum test). These find-
ings suggest that the decrease in the GABAergic SHP
chserved in 8mo-old J20 mice correlates with de-
creased ) and vy rhythm oscillations, and that these
differences were notrelated to the presence or absence
of overt motor activities.

GABAergic SEPTOHIPPOCAMPAL PATHWAY IN AGING AND AD

DISCUSSION

The present study shows a decrease in the GABAergic
SHP during normal aging. Furthermore, this reduction
is mimicked and accelerated in transgenic mice carry-
ing mutations in the hAPP gene. Moreover, we demon-
strate that these AD model mice display decreased
hippocampal § and v power spectra.

Loss of the GABAergic SHP in normal aging

There 1s consistent evidence that aged humans and
animals have spatial memory deficits (34-36). Previous
studies demonstrate that activity driven by septal neu-
rons is crucial for hippocampus-based spatial memory
(37). On the one hand, cholinergic septal neurons and
fibers decay during aging (29, 38-40), and compounds
enhancing cholinergic neurotransmission improve
these cognitive deficits (7, 41). All these data strongly
indicate that cholinergic septal neurons are essential to
control these behavioral defects. On the other hand, in
human aging and AI), a decrease in the expression of
proteins implicated in GABAergic neurotransmission
has been described (42-44). Here we show that the
GABAergic SHP, which is believed to regulate essen-
tially synchronous patterns of activity by selective inner-
vation on GABAergic hippocampal interneurons, is
dramatically reduced in aged compared to young adult
mouse hippocampi.

Our results also show that the densities of GABAergic
SH neurons in the MS/DB and the population of
interneurcns in the hippocampus remained largely
constant during aging, only the densities of CALRY
hippocampal interneurons were diminished in aged
mice, as described previously (45, 46). Thus, our data
indicate that the reduction in GABAergic SH innerva-
tion is due to synaptic and axonal loss rather than to the
degeneration of septal GABAergic projection neurons
or the loss of hippocampal interneurons.

Our data also indicate a lass in the number of
boutons per target neuron on CALRY interneurons in
aged mice. CALR-immunoreactive interneurons con-
tact (and therefore inhibit) GABAergic hippocampal
interneurons innervating dendritic segments of pyrami-
dal cells (dendritic inhibitory cells; ref. 47); thus, the
reduction in the density of CALRT interneurons, in
addition to the decrease in GABAergic SHP inhibition
on remaining CALR™ cells, may result in diminished
modulatory inhibition of pyramidal cells in dendritic
segments. Our data also reveal that the reduced SHP
innervation occurs on PARV*' GABAergic interneurons
in the hippocampus, including axo-axonic and basket
interneurcns. Each of these interneurons has large
local axons that are believed to synchronize the firing
of hundreds of hippocampal pyramidal neurons (30,
31, 48). Thus, the decrease in the GABAergic SHP
observed in aged hippocampi may result in disinhibi-
tion of axo-axonic/basket interneurons and therefore
in the desynchronization of pyramidal cell network
activity.
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As discussed above, the net effect of the GABAergic
SHP is major disinhibition, thereby allowing the activa-
tion of pyramidal neurons. Similarly, the cholinergic
SHP pathway has an excitatory effect on pyramidal
neurons. We propose that both the septal cholinergic
and GABAergic systems act coordinately and synergi-
cally through distinct circuits to regulate hippocampal
synchronous network activity in adult life. Moreover,
our data reveal that, in addition to the cholinergic
dysfunction, there is a dramatic age-related decay of the
GABAergic SHP.

Accelerated loss of the GABAergic SHP and
decreased hippocampal rhythms in J20 AD mice

The present study demonstrates a premature, acceler-
ated decline of the GABAergic SHP in 8-mo-old J20
mice. This decline was more dramatic than that ob-
served in aged (18-mo-old) WT mice and, again, im-
plies axonal and synaptic loss without apparent neuro-
nal cell death of septal projection neurons. In addition,
our data show that the densities of hippocampal in-
terneurcons were unaltered in the hippocampi of 2- and
8-mo-old J20 animals, compared with their littermate
controls.

There are contradictory data about the loss of hip-
pocampal interneurons in AD mouse models. As a
general rule, interneuronal loss has been found to be
mild or absent in transgenic lines expressing only
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Figure 7. Spectral power distribution of EEG collected from
hippocampal pyramidal CAl areas. A} Examples of raw
field activity recorded in pyramidal CAl areas from §-mo-old
WT and J20 animals, when located in either a small box (A4,
B) or a large box (€, D). Note the different time scales for
traces illustrated in panels Aand C ws. those in panels Band
D. Shaded areas in panels Aand Care illustrated in Band I}
at a smaller time scale. E) Spectral powers were computed
from similar records collected from 8mo-old WT (2=6) and
J20 (%=6) mice. Bar graphs (solid bars, WT; open bars, J20)
indicating the mean * SE power spectra are displayed for
cach frequency band. *P = .02 for data collected in small
boxes, P = 0.03 for data collected in large boxes; Mann-
Whitney rank test. F) Note that there were no significant
differences for any frequency band when power spectra were
analyzed in 2-mo-old WT wus. J20 (P>0.095).

hAPP-mutated forms (49-51), whereas it is often re-
ported in double-transgenic models expressing both
mutated APP and presenilinl,/2 or Tau (49,50,562-55) .
However, cur findings support previous studies report-
ing no neuronal loss in 8mo-old J20 mice (22).

AP species cause synaptic loss and dysfunction in
both cholinergic and glutamatergic synapses by distinct
mechanisms, including interaction with glutamatergic
and cholinergic receptors (56). We therefore propose
that similar synaptic dysfunctions account for the loss of
the GABAergic SHP synapses described in the present
study. As discussed above, the net effect of a decreased
GABAergic SHP would be a reduced inhibition of
hippocampal interneurcons, which in turn may curtail
the synchronous activity of pyramidal neurons (12, 48).
In this regard, it is important to emphasize that the
most severely affected interneurons; ‘e, axo-axonic
and basket PARV' cells, are believed to control the
firing of large numbers of pyramidal neurcns, thus
leading to the generation of oscillatory activities in the
range of O and vy frequencies (31, 57, 58). In conjunc-
tion with intra- and other extrahippocampal generators
known to determine hippocampal 6 activity (12}, it has
been proposed that the GABAergic SHP controls oscil-
latory activity, particularly through the recruitment of
hippocampal interneurons. We found reduced & and y
power spectra in 8-mo-cld J20 mice in the presence or
absence of overt motor activities, as described previ-
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ously in response to hippocampal AR injection (17). In
contrast, 2-mo-old J20 mice, which displayed no altera-
tions of the GABAergic SHP at the histological level,
did not show altered rhythmic activity in the hippocam-
pus compared to the W1 age-matched mice. This result
clearly supports a correlation bewween an aliered
GABAergic SHP and a dysfunctional hippocampal
rhythmic activity in the range of § and v bands in a
manner that is not related to the performance of overt
motor activities.

In summary, our results demonstrate a previously
overlooked alteration of the GABAergic SHP during
aging and AD. The integration of histological results
with electrophysiological data, showing functional
changes in the oscillatory network activities of the
hippocampal circuits in J20 mice, indicate that the
altered patterns of synchronous activity seen in AD
patients and mouse models could be caused, in part, by
the loss of GABAergic SH axons, which modulate
hippocampal rhythmic activities. Thus, these results,
together with the limited success of restorative cholin-
ergic treatments in AD, identily a new target for ther-
apeutic intervention in this disease. [
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Supplemental Figure 1

Suppl. Figure 1. BDA tracer labels specifically GABAergic septohippocampal synaptic contacts.
Micrographs obtained by sequential acquisition of separate wavelength channels (BDA in green, DAPI
in blue, and ChAT or GAD65/67 in red) from a single confocal slice in the hippocampi of BDA-injected
adult mice (8-mo, wild-type). Ato A”, The double immunodetection of BDA (A) and ChAT (A") shows that
the two markers do not colocalize (A") in the axonal terminals (arrows) of a septohippocampal basket
contacting the soma of a neuron (asterisk) located in the pyramidal layer of the CA1 region. Bto B", The
combined immunodetection of the tracer BDA (B) and GAD65/67 (B") shows that both markers
colocalize (B") in the synaptic boutons (arrows) of a septohippocampal basket that contacts the soma of
a GAD-positive neuron (asterisk) in the stratum radiatum of CA1. In both merged images (A" and B"),
orthogonal views of the adjacent z-planes are included to corroborate colocalization. Scale bar: (in B")
20 pum applies to A-B". Abbreviations: BDA, biotinylated dextran-amine; ChAT, choline
acetyltransferase; DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole; GADG65/67, glutamic acid decarboxylase,
isoforms 65 and 67; sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum.
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RESUMEN

Los pacientes de enfermedad de Alzheimer (EA) y algunos modelos animales de EA
muestran alteraciones en la funcion de las redes corticales, aunque se desconocen en gran
medida las causas de este fendmeno. La conexion GABAérgica septohipocampica regula la
actividad de hipocampo mediante el control de los circuitos inhibidores locales. Estudios
previos han revelado que esta conexidn estd notablemente afectada en un modelo animal de
EA (hAPPsy, 1m4; cepa J20). Aqui caracterizamos las propiedades sindpticas del hipocampo de
ratones J20 in vivo en animales no anestesiados, demostrando ciertas alteraciones en la
facilitacion por pares de pulsos de la sinapsis CA3-CAl, asi como una mayor y mas duradera
potenciacion a largo plazo (LTP) de esta sinapsis en los animales transgénicos.

Por otra parte, hemos analizado el papel de las proyecciones GABAérgicas
septohipocdmpicas en la autoestimulacién mediada por septum medial (SM) —un fendmeno
que actiia como refuerzo positivo en comportamientos de condicionamiento operante. Se ha
inducido la autoestimulacion en ratones control (WT) y transgénicos J20 mediante
procedimientos de condicionamiento instrumental. En comparacién con los animales control,
los ratones transgénicos presentan un retraso en la adquisicion del comportamiento de

autoestimulacion del SM, y menor ejecucion de la tarea durante las fases de adquisicion.
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Cuando se induce LTP en la sinapsis CA3-CAl, la ejecucion de la tarea disminuye
unicamente en los animales transgénicos.

La estimulacion eléctrica de la conexidon septohipocdmpica causa una respuesta
glutamatérgica de la sinapsis CA3-CA1 aumentada en los animales transgénicos respecto a
los animales control. Este fenomeno se puede relacionar con procesos emotivos relacionados
con el refuerzo operante.

En conclusion, los resultados aqui mostrados apuntan a un papel importante de la via
GABAC¢érgica septohipocampica en el sistema de recompensa interna, que involucra ciertas

funciones hipocampicas y estd, en conjunto, alterado en el modelo de EA J20.

Los resultados presentados en este manuscrito han sido enviados para su publicacién a la

revista Cerebral Cortex.

102



In vivo hippocampal synaptic properties of an Alzheimer's disease
model and their alterations upon medial septum self-stimulation

German Vega—Floresl, Sara E. Rubio®? ’4, Eduardo Soriano*? ’4, Marta Pascualz’3’4,
Agnés Gruart', José M. Delgado-Garcia'

! Division of Neurosciences, Pablo de Olavide University, E-41013 Seville, Spain.

? Developmental Neurobiology and Regeneration Laboratory, Institute for Research in
Biomedicine, Barcelona, Spain.

> Department of Cell Biology, University of Barcelona, E-08028 Barcelona, Spain.

* Centro de Investigacion Biomédica en Red para Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERNED-ISCIII), Spain.

ABSTRACT

Patients with Alzheimer’s disease (AD) and AD mouse models display altered
functioning of cortical networks. However, the mechanisms underlying these alterations are
largely unknown. The y-aminobutyric acid (GABA)ergic septo-hippocampal pathway (SHP)
is believed to regulate hippocampal activity by controlling the activity of interneurons.
Previous studies have shown that the GABAergic component of the septohippocampal
pathway is markedly decreased in a mouse model of AD (hAPPsy img; J20 mice). Here we
characterize hippocampal synaptic properties in behaving J20 mice, demonstrating some
alterations in paired-pulse facilitation and a larger and longer-lasting long-term potentiation
(LTP) in the CA3-CA1 synapse of transgenic mice.

Furthermore, we studied the putative role of GABAergic septohippocampal
projections in medial septum (MS) self-stimulation of behaving mice, a process which acts as
a positive reinforcer of operant condition behaviors. Self-stimulation was evoked in behaving
wild-type (WT) and J20 transgenic mice using instrumental conditioning procedures. J20
mice presented a delayed acquisition of MS self-stimulation protocols and lower performance
rates when compared with acquisition rates presented by WT mice. Experimentally evoked
LTP at the hippocampal CA3-CA1 synapse further decreases self-stimulation rates in J20, but
not in WT mice. Interestingly enough, electrical stimulation of the SHP in hAPP transgenic
mice results in a significant increase in the activity of the glutamatergic hippocampal CA3-

CA1 synapse in J20 mice compared to WT mice, which can be related to internal emotional
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processes related to operant rewarding phenomena. In conclusion, the results reported here
point to a crucial role of the GABAergic septohippocampal pathway in the internal reward

system, which involves certain hippocampal functions and are, as a whole, altered in a mouse

model of AD.
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INTRODUCTION

Many Alzheimer's disease (AD) mouse models have been developed that harbour genetic
alterations and resemble some neuropathological hallmarks of the diasease. The J20 mouse
line, an AD model expressing human APP (hAPP) carrying the Swedish and Indiana
mutations (Mucke et al., 2000; Palop et al., 2003), have being reported of having a severe
deficit of GABAergic septohippocampal projections (Rubio et al., 2012). These animals show
altered rhythmic activity and increased hyperexcitability (Palop et al., 2007). In vitro studies
have shown some synaptic intrinsic properties of the hipocampus in this transgenic strain, but
not an exhaustive study has been carried out in alert, behaving mice concerning the role of the
septal inputs onto hippocampal synapses, taking into account the alterations already described
in the septohippocampal pathway in this AD mouse model. We tested the hypothesis that the
decrease in GABAergic septal projection onto hippocampal interneurons could modify the
functional properties of hippocampal circuits, including changes in input/output curves,
paired-pulse facilitation, and LTP. LTP was evoked by high-frequency stimulation (HFS) of
Schaffer collaterals and recorded at the ipsilateral hippocampal CAl area in the behaving
animal.

Once the functional properties of the hippocampus in J20 mice had been revealed, and
taking into account the septohippocampal deficits adscribed to this mouse model of AD, we
next addressed the putative role of the medial septum (MS) input on the hippocampal function
during a self-stimulation paradigm. In a seminal study, Olds and Milner (1954) reported that
rats located in a Skinner box can learn to do a simple manipulation (i.e., to press a lever) in
order to obtain a train electrical stimulation of selected brain sites. Presently, intracranial self-
stimulation is a standardized operant conditioning paradigm by which animals are able to self-
administer electrical stimulation through electrodes chronically implanted in the brain
(Carlezon and Chartoff, 2007).

Here we decided to study the effects of MS self-stimulation on the synaptic strength of
hippocampal CA3-CA1 synapses. It is known that rodents will work actively to obtain train
electrical stimulations of this septal area (Ball and Gray, 1971; Cazala et al, 1988) which has a
triple (cholinergic, GABAergic and glutamatergic) projection system to the hippocampus
(Gulyas et al., 2003; Sotty et al., 2003; Habib and Dringenberg, 2009;). In addition, it has
been recently reported that dorsal hippocampal CA3 connections with the ventral tegmental
area (across the lateral septum) close a circuit putatively involved in the internal reward

system (Luo et al., 2011).
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The functional changes observed in the hippocampus of J20 mice could also have
some putative consequences on MS self-stimulation. To this aim, and following procedures
described elsewhere (Gruart et al., 2006), wild-type and J20 mice were prepared for the
chronic recording of fEPSPs evoked at the CA3-CA1 synapse during the acquisition and
performance of an operant self-stimulation task. Animals were rewarded with a train of
stimuli presented to the MS.

Results indicate that the GABAergic septohippocampal projection plays an important
role in the functional properties of hippocampal circuits, with a particular incidence on
intrinsic neural mechanisms involved in the reinforcing value of internal (MS self-

stimulation) rewards.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Histological and self-stimulation experiments (Figs. 1-7) were carried out in mature
(6/8-month-old, 25-35 g) hemizygous transgenic male mice expressing human amyloid
precursor protein carrying the Swedish and Indiana familial Alzheimer disease mutations (J20
line) and in their littermate controls (Mucke et al., 2000; Palop et al., 2003). These mice were
provided by the University of Barcelona Animal House (Barcelona, Spain) or kindly provided
by Dr. Joaquin del Rio and Alberto Pérez-Mediavilla [Center for Applied Medical Research
(CIMA) — University of Navarra]. Upon arrival to the Pablo de Olavide Animal House
(Seville, Spain), animals were housed in shared cages (6 per cage), but they were switched to
individual cages after surgery. Mice were kept on a 12 h light/dark cycle with constant
ambient temperature (21.5 £ 1 °C) and humidity (55 £+ 8%), with food and water available ad
libitum.

All the experiments were carried out in accordance with the guidelines of the
European Union Council (2003/65/EU) and recent Spanish regulations (BOE 252/34367-91,
2005) for the use of laboratory animals in chronic studies, and approved by the local Ethics
Committee of the Pablo de Olavide University. Unless otherwise indicated, a total of 10
successful animals were used per experimental group. We considered successful animals
those that finished experimental protocols presenting fEPSPs that did not deteriorate over
time.

Detection of septohippocampal fibers. For the detection of GABAergic
septohippocampal projections (Fig. 14,B), mice were deeply anesthetized with a mixture

(10/1; 0.003 ml/g, i.p.) of ketamine (Ketolar, Parke-Davis, Madrid, Spain) and xylazine
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(Rompun, Bayer, UK Ltd, Suffolk, UK), and sterotaxically injected with 10% biotinylated
dextran-amine (BDA 10000 MW, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) in the medial
septum/diagonal band complex (MS/DB). Each animal received two iontophoretic (7 pA
positive direct current, 7 s on—off cycle) injections of the tracer into the MS/DB (0.0 mm
lateral, 0.7 mm anterior, and 3.0 and 3.7 ventral to bregma; Paxinos and Franklin, 2001). This
protocol results in intense BDA labeling in the MS/DB, which contains the highest proportion
of GABAergic septohippocampal neurons (Pascual et al.,, 2004). Five or six days later,
animals were deeply re-anesthetized with the above-described mixture of ketamine/xylazine
(10/1; 0.003 ml/g, i.p.) and perfused with 4% paraformaldehyde in 0.12 M phosphate buffer.
Brains were removed and frozen and 30-um sections were obtained. Coronal sections were
stored in a cryoprotectant solution (30% glycerin, 30% ethylenglycol, 40% 0.1 M phosphate
buffer) at -20 °C until use. After blocking, BDA was visualized by incubating the sections
overnight at 4°C with the ABC complex (Vectastain ABC Kit; Vector Labs, Burlingame, CA,
USA) diluted 1/100. Peroxidase activity was developed with diaminobenzidine intensified
with nickel ammonium sulphate and cobalt chloride (DAB/Ni-Co), and H,O; yielding a black
end-product in septohippocampal fibers. Thereafter, sections were mounted onto gelatinized
slides, Nissl-stained and coverslipped with Eukitt.

Double immunodetection of BDA tracer and parvalbumin. Hippocampal sections from
iontophoretically injected animals were processed for the double detection of BDA and
parvalbumin (PARV; Fig. 1C-G). After blocking, free-floating sections were incubated
overnight at 4°C with the ABC complex simultaneously with rabbit polyclonal antibody
against parvalbumin (1/3000, Swant Antibodies, Fribourg, Switzerland). Next, BDA was
revealed using DAB/Ni-Co producing a black end-product. Primary antibody was then
visualized by sequential incubation with biotinylated secondary antibodies and the ABC
complex (2 h each, Vector Labs). The peroxidase reaction was developed with DAB to
produce a brown end-product. The sections were mounted onto gelatinized slides, dehydrated
and coverslipped with Eukitt. These double immunolabeled sections were used to perform
subsequent quantifications.

For double immunofluorescent detection of BDA and parvalbumin, after blocking, the
sections were first incubated overnight with anti-parvalbumin antibody. For primary antibody
detection, goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was
incubated simultaneously with streptavidin-fluorescein (1/200, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK), which allows for the detection of BDA tracer. The sections were then

mounted onto slides with Mowiol 4-88 (Merck Chemicals, Darmstadt, Germany) and viewed
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under a Leica SPE confocal microscope (Leica Inc., Heidelberg, Germany). Images were then
processed with ImagelJ software (Rasband, W.S., ImagelJ, National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA), and brightness and contrast were adjusted using Adobe
PhotoshopTM (Adobe Systems, San Jose, CA, USA).

To assess the complexity of the baskets, the number of boutons per basket was hand-
counted in the same regions. The sections used for quantifications were from equivalent
hippocampal levels (sections between 1.60 mm and 2.30 mm posterior to bregma) following
the atlas reported by Paxinos and Franklin (Paxinos and Franklin, 2001). Histological data
were processed for statistical analysis with Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics,
Rockville, MD, EEUU). Two-tailed Student's #-test was used to examine differences between
the experimental groups. The significance was set at p<0.05.

Animal preparation for self-stimulation and electrophysiological recordings. Animals
were anesthetized with 0.8-1.5% isoflurane delivered by a mouse anesthesia mask (David
Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). The anesthetic gas was supplied from a calibrated
Fluotec 5 (Fluotec-Ohmeda, Tewksbury, MA, USA) vaporizer, at a flow rate of 1-2 L/min
oxygen (AstraZeneca, Madrid, Spain). Animals were implanted with bipolar stimulating
electrodes on the right MS (0.1 mm lateral and 0.6 mm anterior to bregma, and 3.8 mm from
the brain surface; Paxinos and Franklin, 2001) and in the ipsilateral Schaffer
collateral/commissural pathway of the dorsal hippocampus (2 mm lateral and 1.5 mm
posterior to bregma, and 1-1.5 mm from the brain surface; Paxinos and Franklin, 2001). A
recording electrode was aimed to the CAl stratum radiatum (1.2 mm lateral and 2.2 mm
posterior to bregma, and 1-1.5 mm from the brain surface; Paxinos and Franklin, 2001).
Electrodes were made from 50 um, Teflon-coated, tungsten wire (Advent Research,
Eynsham, UK). A bare silver wire was affixed to the bone as ground. All the implanted wires
were soldered to one six-pin socket (RS Amidata, Madrid, Spain) and fixed to the skull with
dental cement (Fig. 24-D; see Gruart et al., 2006 for details).

Electrocortical field recordings, input/output curves and paired-pulse facilitation.
Recording sessions started one week after surgery. In order to determine the functional
capabilities of hippocampal circuits in the two groups of mouse, we recorded EEG activity at
the CAl area, and performed input/output and paired-pulse stimulation tests at the CA3-CA1
synapse. For this purpose, the animal was placed in a small (5 cm x 5 cm x 10 cm) plastic
chamber located inside a larger Faraday box (30 cm x 30 cm % 20 cm). EEG and fEPSP
recordings were made with Grass P511 differential amplifiers through a high-impedance

probe (2 x 1012 Q, 10 pF).
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For input/output curves (Fig. 4), animals were stimulated at the CA3 area with paired
pulses (40 ms of interstimulus interval) of increasing intensity (0.05-1.0 mA). The effects of
paired pulses of different interstimulus intervals (10, 20, 40, 100, 200, and 500 ms), with
intensities corresponding to 30-40% of the amount necessary to evoke a saturating response,
were also checked (Fig. 5). These stimuli were repeated > 5 times with time intervals of 10
seconds to avoid as much as possible interferences with slow short-term potentiation
(augmentation) or depression processes (Zucker and Regehr, 2002).

Self-stimulation procedures. Training took place in a Skinner box module measuring
12.5%13.5%18.5 cm (MED Associates, St. Albans, VT, USA) equipped with a lever. The
shaping (Sh, Fig. 2F) protocol was carried out as follows (see Fig. 2E): 1) The animal was
placed for 5 min in a small box (5 cm x 5 cm x 10 cm) located besides the Skinner box. In
this situation, the animal was stimulated at the CA3-CA1 synapse at a rate of 6 stimuli/min
(BL, Fig. 2E); ii) afterwards, the animal was placed for 20 min in the Skinner box where it
was shaped to press the lever to receive a train of pulses (bipolar, 100 ps pulses presented at
100 Hz for 200 ms, with intensity < 2 mA) in the MS using a fixed interval (FI5). This train
was followed, 40 ms after its end, by a single pulse presented at the CA3-CA1 synapse (SB,
Fig. 2F); and iii) finally, the animal was returned to the small box, for a recovery period (5
min), in which it was stimulated at the CA3-CA1 synapse at the initial rate of 6 stimuli/min
(R, Fig. 2E). The shaping protocol was applied for a maximum of 10 sessions until the animal
reached criterion. The criterion was that the animal performed by itself a minimum of 20 lever
presses during a 10-minute period (Fig. 64). Animals that did not reached the selected
criterion during the 10 shaping sessions were discarded from the study.

Shaping sessions were followed by 7 self-stimulation sessions (6B-D). Self-
stimulation sessions were organized as described above for the shaping sessions, but in this
case train stimulation of the MS was only carried out when the animal pressed the lever by
itself. In all the cases, self-stimulation reinforcements could be received at a maximum rate of
one every 5 seconds, i.e., with the same fixed interval (FI5) schedule.

Long-term potentiation. For LTP induction in behaving mice we followed procedures
described previously (Gruart et al., 2006). Baseline values for fEPSPs evoked at the CA3-
CA1 synapse were collected 15 min prior to LTP induction using single 100 us, square,
biphasic pulses. Pulse intensity was set at 30—40% of the amount necessary to evoke a
maximum fEPSP response (0.2-0.4 mA) in the input/output curve collected from the
stimulated animal. For LTP induction, animals were presented with a HFS session consisting

of five 200 Hz-, 100 ms trains of pulses at a rate of 1 per second repeated six times, at

109



intervals of 1 min, i.e., a total of 600 pulses were presented during the HFS session. To avoid
evoking large population spikes and/or the appearance of cortical seizures, the stimulus
intensity during HFS was set at the same as that used for generating baseline recordings. After
the HFS session, the same single stimuli were presented every 20 s for 30 min and for the
following 30 min. On days 2 and 3, a baseline record lasting for 15 min was carried out, and
then the same HFS session was repeated, followed by a 30 min recording session (Fig. 8).

Histological procedures for electrode location. Mice were perfused transcardially
under deep pentobarbital anesthesia, with saline and then with 4% paraformaldehyde in
phosphate-buffered saline (PBS, 0.1 M, pH 7.4). Brains were cryoprotected with 30% sucrose
in PB and coronal sections (50 um) were obtained with a sliding freezing microtome (Leica
SM2000R, Nussloch, Germany) and stored at -20°C in 30% glycerol, 30% ethylene glycol in
PB until used. Selected sections including the implanted sites (MS and hippocampus) were
mounted on gelatinized glass slides and stained using the Nissl technique with 0.1% toluidine
blue to determine the location of stimulating and recording electrodes (Fig. 24-C).

Data collection and analysis. EEG and fEPSP, and S5-volt rectangular pulses
corresponding to lever presses and brain stimulations were stored digitally on a computer
through an analog/digital converter (CED 1401 mk II, Cambridge, England). Filmed operant
conditioning sessions were also stored with the help of the CED 1401 mk II. Self-stimulation
data were analyzed off-line for quantification of each animal's performance in the Skinner box
and fEPSP with the Spike 2 (CED) program. The amplitude of evoked fEPSPs was computed
as the first derivative (volts/s) of fEPSP recordings (volts). Five successive fEPSPs were
averaged, and the mean value of the amplitud during the rise-time period (i.e., the period
between the initial 10% and the final 10% of the fEPSP) was determined. Computed results
were processed for statistical analysis using the Sigma Plot 11.0 package (SigmaPlot, San
Jose, CA, USA). Data are always represented as the mean £ SEM. Acquired data were
analyzed using the Student's t test or one-way or two-way ANOVA, with days as repeated

measure and with a contrast analysis for a further study of significant differences.

RESULTS
The density of GABAergic septohippocampal contacts is decreased in J20 mice

Following (Rubio et al., 2012), in a first series of experiments we checked whether J20 mice

presented a lower density of GABAergic septohippocampal contacts so they could be used as
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suitable model to determine the role of the GABAergic septohippocampal pathway on the
effects of MS self-stimulation. Thus, we performed iontophoretic injections of the anterograde
tracer biotinylated dextran-amine (BDA) in the MS/DB of J20 mice (Mucke et al., 2000), as
well as in WT mice. This protocol results in intense BDA labeling in the MS/DB (Fig. 14).
As shown previously in WT mice (Freund and Antal, 1988; Gulyas et al., 1990; Pascual et al.,
2004), septohippocampal axons innervated all layers of the hippocampus and dentate gyrus
(Fig. 1B). Two types of fibers were easily recognizable: thin axons with “en passant” synaptic
boutons, corresponding to cholinergic fibers, and abundant thick GABAergic axons forming
complex baskets with large synaptic boutons around the perisomatic region of hippocampal
interneurons (Fig. 1B, arrows). The GABAergic septohippocampal fibers were also
recognizable in J20 transgenic mice, in which septal axons formed baskets on the perisomatic
region of hippocampal interneurons. To determine the density of GABAergic
septohippocampal contacts in WT and J20 mice, we performed double immunodetection of
BDA tracer and parvalbumin, which specifically label basket and axo-axonic interneurons
largely contacted by GABAergic septohippocampal axons (Freund and Buzsaki, 1996;
Matyas et al., 2004). In agreement with our previous results (Rubio et al., 2012), the present
data showed that the complexity of the GABAergic septohippocampal contacts on
parvalbumin-positive interneurons was diminished in J20 mice compared to WT mice (Fig.
1C-E). By confocal microscopy, we confirmed a dramatic decrease in the complexity of the
GABAergic septohippocampal contacts on parvalbumin-immunolabeled neurons in J20 mice
(Fig. 1D, F). Quantitatively, the number of boutons per basket on parvalbumin-positive cells
was significantly reduced (38%) in transgenic mice compared with age-matched controls (P =
0.024, Student’s t-test; Fig. 1G). As a whole, the collected data further confirm that the
density and complexity of the GABAergic septal innervation of basket and axo-axonic

hippocampal interneurons is significantly reduced in J20 mice.

Differences in the functional properties of hippocampal circuits between WT and J20
mice
In the next experimental step, we tested the functional properties of hippocampal circuits in
behaving WT and J20 mice (see Fig. 2 for details on the experimental procedure).

Both WT and J20 mice presented similar [Fj9,133= 0.430, P = 0.982] increases in the
amplitude of fEPSP evoked at the CAl area following the presentation of paired pulses (40
ms of interstimulus interval) of increasing intensity at the ipsilateral Schaffer collaterals (Fig.

3B, E). The amplitude of fEPSPs evoked at the CA1 area by the first pulse increased steadily
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with current strength in both groups of mouse and was significantly (P < 0.05) larger than
baseline values for intensities > 0.35 mA (Fig. 3B, E). Interestingly enough, and as already
described in behaving WT mice (Madrofial et al., 2009) paired-pulse facilitation evoked in
the two groups of mice at low intensities was reversed into a paired-pulse depression at higher
intensities, with no significant difference between groups (Fig. 3C-F).

The characteristic synaptic facilitation (or depression) evoked by the presentation of a
pair of pulses is a typical presynaptic short-term plastic property of the hippocampal CA3-
CAL synapse. This phenomenon has been related to the process of neurotransmitter release
(Zucker and Regehr, 2002; Madrofial et al., 2009). As illustrated in Fig. 4, WT mice presented
a significant [F(s35) = 3.883, P = 0.007] increase of the response to the second pulse at short
(10-20 ms) and intermediate (40-100 ms) time intervals. In contrast, J20 animals showed a
significant facilitation to the second pulse at intermediate intervals (40-100 ms). Although J20
presented a smaller facilitation at short intervals (10-20 ms) and a larger facilitation at very
long intervals (> 100 ms) than wild-type animals, no significant differences between the two
experimental groups were observed [Fs3s5)= 2.327, P = 0.063; Fig. 4B]. In summary, short-
term facilitation processes are delayed to longer intervals in J20 mice as compared with their

littermate controls, but without a significant difference between collected values.

J20 mice present poorer self-stimulation performance and lower activity-dependent
hippocampal synaptic depotentiations than WT mice.
As detailed in the Methods section and following a selection of individual stimulus intensities,
animals were firstly shaped to associate lever presses with train stimulation of the MS (20
pulses at 100 Hz). A maximum of 10 20-minute sessions (one per day) were allowed to reach
criterion. For criterion, the animal is required to press the lever by itself a minimum of 20
times during a 10-minute period, with pauses between self-stimulus > 60 s. WT mice reached
the selected criterion significantly before (P = 0.028, Mann-Whitney rank-sum test) than J20
animals (Fig. 54). In addition, WT mice reached significantly [F7) = 2.637, P = 0.011]
larger self-stimulation scores than J20 animals during most (5 out of 7) self-stimulation
sessions (see asterisks in Fig. 5B).

Manual train stimulation (20 pulses at 100 Hz) of the MS evoked in WT mice a
positive-negative (0.24 + 0.05 mV, peak-to-peak) extracellular field potential at the

hippocampal CA1 area with a latency of 20 + 5 ms and lasting for 100 + 12 ms (Fig. 641).
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The negative component was smaller and the positive component was significantly larger
(0.41 £ 0.09 mV; P =0.02; Student's t test; Fig. 64) in J20 mice than in the WT group.

In a next step, we studied the effects of train stimulation (manual or by self-
stimulation) of the MS on fEPSPs evoked at the hippocampal CA1 area by single pulses
presented to the ipsilateral Schaffer collaterals. In Figs. 5D and 64, B are illustrated several
profiles of fEPSPs evoked at the CA3-CAl synapse in the absence, or collected immediately
(40 ms) after, a self-stimulation of the MS. As previously described, the first positive
component of fEPSPs evoked at CA3-CA1 synapse corresponds to the activation of glutamate
receptors (Collingridge et al., 1983a, b; Bliss and Collingridge, 1993). Those fEPSPs have
already been recorded in alert behaving mice (Gruart et al., 2006).

fEPSPs evoked at the CA3-CAl synapse presented a decreased amplitude when
recorded after self-stimulation in WT mice (Fig. 5C, D and 64-C). Indeed, the amplitude of
fEPSPs evoked at the CA3-CA1 synapse following MS self-stimulation decreased across the
successive self-stimulation sessions (black squares, Fig. 5C). This decrease disappeared
during the recovery period (black triangles, Fig. 5C), i.e., in the 5 min after the end of the self-
stimulation session. In contrast, self-stimulation of the MS in J20 mice did not cause a similar
decrease in the amplitude of fEPSPs evoked at the CA3-CAl. In fact, these fEPSPs presented
an increase in amplitude when compared with control (baseline) values (white squares in Fig.
5C). This increase in the amplitude of fEPSPs, evoked at the CA3-CA1 synapse in J20 mice
during self-stimulation sessions, returned to baseline values during the recovery period (white
triangles in Fig. 5C and Fig. 6D). As a consequence of the different effects on synaptic
strength evoked by MS self-stimulation in WT and J20 mice, fEPSPs evoked in WT mice
during the successive self-stimulation sessions were significantly [F19,70)= 0.605, P = 0.003]
smaller in amplitude than those evoked in J20 mice (asterisks in Fig. 5C and Fig. 6D).

The late negative components present in the evoked extracellular synaptic field
potentials (Figs. 5D and 64, B) correspond to the activation of GABA and GABA§ receptors
(Schwartzkroin, 1986). We also checked the effects of MS self-stimulation on these late
components of field potentials evoked at the CA3-CAl synapse in two different moments:
firstly, at the beginning of the experiment, prior to any MS stimulation test (GABA,, P >
0.181; GABAg, P > 0.285, data not shown); and, secondly, during MS self-stimulation. As
shown in Figs. 5D and 6D, no significant differences (P > 0.306) could be observed between
the two groups of mouse for GABA, and GABAg components of the evoked field potential

following MS self-stimulation.
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LTP evoked at the hippocampal CA3-CA1 synapse in J20 mice presented larger values
and produced a larger depressing effect on medial septum self-stimulation than in WT
animals

We expected that the decrease in GABAergic septohippocampal projections observed in J20
mice could modify the excitability of hippocampal circuits. To test this possibility, we
decided to evoke LTP at the hippocampal CA3-CA1 synapse and to check its effects on MS
self-stimulation in both J20 and WT mice.

To obtain baseline values, animals were stimulated at the CA3-CA1 synapse every 20
s for 15 min (Fig. 74). After obtaining stable baseline records, each animal was presented an
HFS protocol that was followed by 30 min of post-HFS recordings at the same stimulation
rate than for baseline records. The same recording session was repeated 24 h later for 15 min
to observe the remaining LTP. After this control, a 2nd HFS session was carried out and a 30
min session of additional recordings was repeated as well. Finally, 48 h after the 1st HFS, we
carried out another control recording for 15 min that was followed by a 3rd HFS session. As
before, the 3rd HFS session was followed by a post-HFS 30-minute recording session. With
this experimental protocol, both WT and J20 mice presented a significant LTP for the three
recording days (P < 0.05). Interestingly, the LTP response presented by J20 mice was
significantly [Fe104)=1.765, P = 0.023] larger and longer-lasting than that presented by WT
animals (Fig. 74).

In order to check the effects of LTP on MS self-stimulation we determined an
efficiency coefficient as follows: [(actual number of self-stimulation reinforcements /
maximum number of reinforcements obtained during baseline recordings) x 100]. As
illustrated in Fig. 7B, following the experimental induction of LTP, J20 mice were more
affected in their performance of MS self-stimulation than WT animals. Indeed, the scores
reached by J20 mice for the efficiency coefficient were significantly (P = 0.025) decreased
with respect to their control values following each of the three HFS sessions. In contrast,
values collected from WT mice indicated that self-stimulation performance was not affected
(P = 0.134) by the LTP evoked at the hippocampal CA3-CAl synapse. In addition, self-
stimulation was not modified (P = 0.194) in those J20 mice that did not received a HFS
session. In conclusion, the larger LTP evoked in J20 mice has a more deleterious effect on

MS self-stimulation that the smaller LTP evoked in WT animals.
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DISCUSSION

Functional properties of hippocampal circuits in behaving J20 mice
Interestingly, a number of studies have shown that J20 AD mice display increased network
activity including epileptiform discharges (Del Vecchio et al., 2004; Palop et al., 2007; Harris
et al., 2010), which is attributed to alterations of cholinergic and glutamatergic
neurotransmissions, including aberrant circuitry and synaptic dysfunctions.

Hippocampal synaptic properties in J20 mice have been thus far studied in vitro only
(Palop et al., 2007). The novel experiments carried out here in alert, behaving mice show no
alteration in the synaptic strenght of the CA3-CA1 synapse in J20 mice. The presynaptic
short-term plasticity of this synapse was assessed by presenting a a pair of pulses at diferent
intervals and results show that, even though no significant differences were found between
groups, the CA3-CA1 synapse of the transgenic mice was easierly facilitated at higher
intervals than at shorter intervals, suggesting some subtle changes in intrinsic synaptic
properties attributed to neurotransmitter release. Beta-amyloid presence could have a role in
these changes, as it has been previously described that a-beta species can disturb vesicle
release in hippocampal neurons (Nimmrich et al., 2008).

In addition to the severe cognitive deficits observed in these mutant mice (Palop et al.,
2003; Harris et al., 2010), here we show that behaving J20 mice evoke early LTP responses in
the CA3-CAl synapse as efficiently as aged-matched controls, which is consistent with
previous data (Palop et al., 2007). Nevertheless, we further show that late LTP responses (24-
48h) were substantially increased and lasted longer in J20 mice than in their littermate
controls. Interestingly, glutamatergic CA3-CA1 responses were also facilitated in J20 mice
after train stimulation of the medial septum. Furthemore, as the expected functional
consequence of the GABAergic SHP loss would be dishinbition of hippocampal interneurons
and thus, inhibition of principal pyramidal neurons, the observed increased excitability of
hippocampal neurons is unlikely to be directly related to the loss of the GABAergic SHP.
Accordingly, these data suggest that compensatory synaptic mechanisms in the hippocampus
that attempt to re-establish the activity balance altered by the diminution of cholinergic and
GABAergic SHP innervation are responsible for the hyper-excitability observed in J20 mice
(Palop et al., 2007). Taken together, these data support the view that hippocampal neurons in

J20 mice present an increased excitability in vivo.
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A neural mechanism for internal reward involving the GABAergic septohippocampal
pathway.

We have shown here that train electrical stimulation of the MS can be rewarding for alert
behaving WT mice and that it can serve as an operant reinforcer — namely, the experimental
animal will generate specific behaviors (lever presses) to obtain this internal reward (Olds and
Milner, 1954; Mora and Cobo, 1990; Wise, 1996). Indeed, the MS has been recognized for
years as an important neural center involved in self-stimulation reward (Ball and Gray, 1971;
Buiio and Velluti, 1977; Grauer and Thomas, 1982; Cazala et al., 1988). Importantly enough,
the present results suggest that this internal reward system produces a significant decrease in
the amplitude of hippocampal fEPSPs evoked at the very moment of reinforcement. The
involvement of the hippocampus in this process is probably related to the cognitive aspects,
like attention and learning, of motivational processes. In this regard, it has been recently
reported the presence of a hippocampal-septal-ventral tegmental area circuit involved in the
relationships between reward-motivated behaviors and the learned value of contextual stimuli
(Luo et al., 2011). The present results suggest that there are also septo-hippocampal feedback
projections relating internal motivational states with their cognitive counterparts.

In addition, the depressing effect on hippocampal fEPSPs was more significant when
the animal did stimulate during an already acquired MS self-stimulation protocol than during
manual train stimulation (shaping) or during the first MS self-stimulation sessions - i.e.,
during the acquisition process. MS self-stimulation appears to be highly dependent on the
proper functioning of the GABAergic septohippocampal pathway, since J20 mice, which
present a decrease in the density of the GABAergic terminals on hippocampal basket and axo-
axonic interneurons, show a delayed acquisition and a poorer rate of MS self-stimulation than
their littermate controls. Although other processes and circuits affected in the J20 mice could
account for some of the results of these experiments, the deficit of the GABAergic
septohippocampal innervation in J20 mice may be well involved in the significant functional
alterations affecting the potential role of MS self-stimulation as an internal rewarding agent.
These results point to a particular role of MS-hippocampal circuits in the integration between
internal motivational states, typical of the mesolimbic dopaminergic system (Wise, 1996,
2002), and cognitive, learning and memory processes characteristically ascribed to
hippocampal circuits (Bliss and Collingridge, 1993; Gruart et al., 2006). Early studies did
propose that septal nuclei could play a definitive role in the integration between internal
drives and learning and memory processes (Cazala et al., 1988) and that septal networks

represent a nodal point for processing of information from brainstem and hypothalamic
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centers and archicortical and neocortical structures (Colom, 2006). In addition, it has been
already reported that MS self-stimulation is phase-locked to hippocampal theta rhythms, a fact
that further support the functional integration between motivational and cognitive activities
taking place in septohippocampal circuits (Bufio and Velluti, 1977). Moreover, activation of
the MS enhances the synchronized firing of hippocampal pyramidal cells and contributes to
the fine tuning of hippocampal rhythmic activities (Ovsepian, 2006). All this data, together
with the results shown in this study, point to a crucial role of the GABAergic pathway in the

modulation of certain hippocampal processes.

Functional consequences of an increased LTP in the septohippocampal-mediated
reward system in J20 mice

The electrophysiological experiments shown here in behaving mice suggest, on the one hand,
a dissociation between the larger LTP responses seen in J20 mice and their reported deficits in
learning and memory tasks (Palop et al., 2003; Harris et al., 2010). A similar dissociation
phenomenon has been reported in other animal models also using recordings on behaving
mice (Madrofal et al., 2007; Sahun et al., 2007; Madrofial et al., 2009). These results suggest
that in behaving mice although LTP and learning possibly share some common mechanisms,
they may differ in particular aspects.

On the other hand, the increased excitability and longer-lasting effects of HFS of the
CA3-CAL synapse reported here in J20 transgenic mice have some important consequences
on the reinforcing value of MS self-stimulation of J20 mice.

It has already been reported that non-saturating LTP evoked on hippocampal synapses
(CA3-CA1) has no effect on the normal acquisition and/or performance of appetitive (lever
press) and consummatory (food intake) behaviors evoked during operant conditioning tasks
(Jurado-Parras et al., 2012). Here, non-saturating LTP evoked at the hippocampal CA3-CA1l
synapse did not have any noticeable effect on MS self-stimulation rates in WT mice.
Nevertheless, when the evoked LTP reached high and long-lasting levels as that reported here
taking place in J20 mice, then the MS self-stimulation scores were significantly decreased. A
putative reason is that the large facilitation of fEPSPs evoked during LTP in J20 mice cancel
out the internal rewarding effects of MS self-stimulation, because as reported here, internal

rewards are dependent on a disfacilitation of hippocampal fEPSP responses.
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Figure 1. Histological analysis of the GABAergic septohippocampal connection

in WT and J20 mice.

A, A photomicrograph of a Nissl-stained section showing the site of injection of biotinylated
dextran-amine tracer (BDA, black staining) in the medial septum (MS)-diagonal band (DB)
complex. B, BDA injection in the MS/DB produced an intense labeling of septohippocampal
fibers in the hippocampus. The photomicrograph shows septal fibers throughout all
hippocampal layers forming basket-shaped contacts (arrows) around somata of neurons
located mainly in, or close to, the stratum pyramidale (sp) in the hippocampal CA3 area of a
WT animal. C, E, The complexity of the GABAergic septohippocampal baskets was assessed
by combining BDA detection (black) with parvalbumin (PARV) immunostaining (brown).
Complex baskets with numerous synaptic boutons (arrows) were abundant in the
hippocampus of WT mice (C). In contrast, GABAergic septal baskets were formed by few
boutons (arrows) in J20 transgenic mice (E). D, F, Confocal photomicrographs of double
immunofluorescent detection of the BDA tracer (green) and PARV (red) showing an
important reduction in the complexity of GABAergic septohippocampal contacts in J20 mice
(F) compared to WT age-matched controls (D). G, A quantitative analysis showed a
significant reduction (*, P < 0.05, Student's t-test) in the complexity of these baskets in J20
mice compared to WT mice, expressed by the number of boutons on PARV-positive neurons.

Scale bars: (in B) 100 um applies to B and 1000 pm applies to 4; (in F) 20 um
applies to C-F.
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Figure 2. Experimental design.
A-C, Photomicrographs illustrating the location (arrows) of stimulating (4, C) and recording
(B) sites. Calibration bar is 0.5 mm. D, Bipolar stimulating (St.) electrodes were chronically
implanted in the medial septum (MS, left diagram). As shown at the top-right diagram,
animals were also implanted with stimulating and recording (Rec.) electrodes aimed to
activate CA3-CA1 synapses of the right hippocampus. Abbreviations: AcbC, core of
accumbens nucleus; Cg, cingulate cortex; CP, caudate-putamen; DG, dentate gyrus; gcc,
genu of the corpus callosum; LSI, lateral septal nucleus, intermediate part; LV, lateral
ventricle; Sub, subiculum; D, L, M, V, dorsal, lateral, medial, ventral. E, In a first
experimental step (Test, T), we recorded the EEG activity of the hippocampal CA1 area, and
input/output (i/0) curves and paired-pulse (pp) facilitation at the CA3-CA1 synapse in all of
the animals. Animal's shaping session (Shaping, Sh) consisted of: i) a baseline (BL) period 5
min long for recordings of fEPSPs evoked at the CA3-CAl synapse with the animal located
in a small box; i1) up to 10 shaping sessions (20 min each) in a Skinner box (SB), during
which animals were presented with a train of stimuli to the medial septum followed 40 ms
later by a single pulse applied to Schaffer collaterals every time they were located nearby the
lever; and iii) a recovery (R) recording period 5 min long in the small box. Finally, the
animals were allowed to self-stimulate session (Self-stimulation, SS) when pressing the lever.
For this, we used the same protocol than for animals' shaping, with a total of 7 self-
stimulation sessions. Only one session (Sh or SS) by day was made. F, A diagram

summarizing all the experimental protocols.
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Figure 3. Input/output curves of the pyramidal CA3-CAl synapse

in WT and J20 mice.

A, Representative averaged (n = 5) records of fEPSPs recorded in the CA1l area of a WT
animal following paired (1st St. and 2nd St., at 40 ms inter-stimulus interval) stimulation of
the ipsilateral Schaffer collaterals at two different (1: 0.35 mA; and 2: 0.9 mA) intensities. B,
Relationships between the intensity (in mA) of pairs of stimuli presented to Schaffer
collaterals and amplitudes of fEPSPs evoked at the CA1 layer, corresponding to the 1st (white
triangles) and the 2nd (black triangles) pulses. These data (illustrated as mean + SEM) were
collected and averaged from 8 animals. 1 and 2 indicate intensity values for the representative
records illustrated in 4. The arrow indicates the intensity at which the paired-pulse facilitation
was reversed into paired-pulse depression. C, Evolution of the paired-pulse ratio [(2nd/1st) x
100; black diamonds] with increasing stimulus intensity for the data illustrated in B. D-F,
Same than in A-C, but for data collected from J20 mice. No significant differences were

observed between data collected from the two types of mouse (P = 0.982, two-way ANOVA).
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Figure 4. Effects of paired-pulse stimulation of the hippocampal CA3-CAl synapse
in WT and J20 mice.
A, Representative averaged (n = 5) records of fEPSPs evoked by paired-pulse stimulation at
three different (10, 40, 100 ms) time intervals, and using intensities (mA) < 40% of the
asymptotic value for WT (left set of records) and J20 (right set of records) mice. B, Paired-
pulse facilitation of fEPSPs recorded in the CA1 area following stimulation of the ipsilateral
Schaffer collaterals (n = 8 animals). Paired-pulse facilitation was evoked by stimulating
Schaffer collaterals at intensities < 40% of the asymptotic values. Field EPSPs paired traces
were collected at inter-pulse intervals of 10, 20, 40, 100, 200, and 500 ms. Data shown are
mean = SEM amplitudes of the second field EPSP expressed as a percentage of the first
[(2nd/1st) x 100] for the six inter-stimulus intervals used in this study. Note that J20 mice
presented paired-pulse facilitation at larger intervals (40-100 ms, white bar) than in WT mice
(10-100 ms, black bar). (*, P = 0.007, one-way ANOVA). No significant differences were
observed between groups (P = 0.063, two-way ANOVA).
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Figure 5. Acquisition of the self-stimulation protocol and changes evoked

at the CA3-CAl synapse in shaping (Sh) vs. selfstimulation (SS) sessions.
A, The graph at the left illustrates the cumulative days needed to reach the criterion of self-
stimulation (i.e., the animal must press the lever by itself a minimum of 20 times during a 10-
minute period) in each group of mice. Note that the WT group reached the criterion faster
than J20 animals. The graph at the right illustrates the mean time (days) required by each
group to reach the criterion (*, P = 0.028, Mann-Whitney rank sum test). B, Performance
during the self-stimulation protocol. WT mice (black squares) reached asymptotic values
which were faster and larger (*, P < 0.011, two-way ANOVA) than the J20 group (white
squares). C, Amplitude of fEPSPs evoked at the CA3-CA1 synapse 40 ms after each self-
stimulation (black squares, WT; white squares, J20) and during recovery (black triangles,
WT; white triangles, J20) across the successive sessions. Control values were collected from
the last two shaping sessions (*, P < 0.001, two-way ANOVA). D, Comparative effects on the
different components (glutamatergic —GLU— and GABAergic —GABA, and GABAG; see
inset) of the field potential evoked in the pyramidal CA1 area by the electrical stimulation of
Schaffer collaterals during shaping or Selfstimlation sessions. Either manual stimulation (in
Sh) or self-stimulation (in SS) of of the medial septum produces a significant decrease in the
amplitude of the evoked fEPSP (GLU component) in WT, but not in J20 mice (***, P <
0.001, two-way ANOVA). The two late fIPSPs (GABA, and GABAg) were not significantly
modified.
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Figure 6. Responses evoked at the CAl area during the selfstimulation sessions.
A, lustrative recordings (averaged 10 times) obtained from the stratum radiatum of the CA1
area during the self-stimulation train in the medial septum, followed 40 ms later by a single
pulse (St.) presented to Schaffer collaterals. Calibrations as indicated. B, Representative
recordings (averaged 5 times) of field potentials evoked at the CA1 area by Schaffer collateral
stimulation during baseline recordings (BL), immediately following a self-stimulation (SB),
and during the recovery period (R) collected from a representative WT animal. C, As in B, but
collected from a representative J20 mouse. D, E and F, A quantitative analysis of data shown
in B and C. D, Note that medial septum self-stimulation produced a significant decrease (***,
P < 0.001) in the amplitude of fEPSPs evoked at the CA3-CA1 synapse in WT mice, but an
increase (*, P < 0.05) in J20 mice in comparison with their respective baselines (two-way
ANOVA). E, F, No significant changes were observed in the GABAergic components of the
field potential evoked in CA1 by CA3 stimulation following self-stimulation or during the
recovery period (P = 0.608 for E and P = 0.306 for F, two-way ANOVA).
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Figure 7. Different effects of LTP evoked at the CA3-CAl synapse on medial septum
self-stimulation carried out by WT and J20 mice.

A, Representative examples of fEPSPs collected from WT and J20 animals before (baseline)
and after (days 1-3) three successive high-frequency stimulation (HFS) sessions of Schaffer
collaterals. The bottom graphs show the time course of LTP evoked in the CA1 area (fEPSP
mean + SEM) following the three HFS sessions for WT and J20 mice. The HFS was
presented for three days after 15 min of baseline recordings, at the time marked by the dashed
line. The fEPSPs are given as a percentage of the baseline (100%) amplitude. Although the
two groups presented a significant increase (two-way ANOVA) in fEPSP amplitude
following HFS when compared with baseline records, values collected from the J20 group
were significantly (* P = 0.023, two-way ANOVA) larger than those collected from WT
mice at the indicated times. B, The graphs illustrate the effects of LTP on self-stimulation for
both WT (black squares and circles) and J20 (white squares and circles) mice. This effect was
determined with the help of the efficiency coefficient: (number of reinforcements / recording
time) x 100. Note that LTP significantly (*, P = 0.026, two-way ANOVA) reduced self-

stimulation of J20, but not of WT mice.
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Capitulo 1. Desarrollo Postnatal de la Conexion
Septohipocampica

1. 1 MOLECULAS IMPLICADAS EN LA ESPECIFICIDAD DE
CONTACTO DE LA CONEXION SEPTOHIPOCAMPICA

Los axones GABA¢érgicos septohipocampicos muestran una de las mas exquisitas
especificidades de contacto de todo el sistema nervioso: Unicamente contactan con el
compartimiento somatodendritico de interneuronas GABAérgicas de hipocampo. Esta
caracteristica morfoldgica es trascendental para la funciéon de la conexién, de manera que el
proceso de seleccion de diana de estos axones ha de estar altamente regulado para garantizar
la correcta conexion de los diferentes componentes. No obstante, actualmente, los factores
involucrados en estos procesos no se conocen en profundidad.

En trabajos previos del grupo (Rocamora et al., 1996; Pascual et al., 2004) se
describieron varias moléculas expresadas de manera mas o menos especifica por las neuronas
diana del componente GABAZérgico septohipocadmpico como NGF, Reelina o Semaforina 3C
(Sema 3C). En concreto, Sema 3C se expresa especificamente en interneuronas de
hipocampo, y sus receptores en MS/DBB, durante las primeras semanas de vida postnatal,
coincidiendo con el establecimiento de los contactos GABAZrgicos septohipocampicos.

Asi, analizar el papel de Sema 3C en la especificidad de contacto de los axones
GABA¢érgicos septohipocampicos ha sido uno de los objetivos de la presente tesis. Debido a
que los animales deficientes en esta proteina mueren pocas horas después del nacimiento a
causa de alteraciones cardiacas (Feiner et al., 2001), no se pueden realizar estudios in vivo de
pérdida de funcion de Sema 3C. Por ello, para este analisis se desarrolldo un modelo in vitro de
cultivo organotipico que contiene hipocampo, corteza entorrinal y septum medial proveniente
de embriones en estadios muy avanzados (E18) o postnatales tempranos (PO-1). La
caracterizacion de los cultivos mostrd que este modelo in vitro se reconstruye la conexion
septohipocampica manteniendo el alto grado de especificidad de la conexion GABAérgica
septohipocampica (véase el siguiente apartado). Los cultivos realizados utilizando hipocampo
proveniente de animales Sema 3C -/- demuestran que no es necesaria la presencia de Sema
3C en hipocampo para que tenga lugar el establecimiento de contactos sindpticos y el
reconocimiento especifico de diana de las fibras GABAérgicas septohipocampicas en el

sistema in vitro.
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Las células septohipocampicas expresan Sema 3C, y ademas, NRP-1 y NRP-2 se
expresan en hipocampo durante la ventana temporal en que se da la sinaptogénesis
septohipocdmpica. Para descartar cualquier efecto que Sema 3C pudiera estar ejerciendo
desde las propias células septales, empleamos otra metodologia: aplicar ectodominios
bloqueantes de los receptores (NRP-1 y NRP-2) en el cultivo (Pascual et al., 2004). Con esta
aproximacion, demostramos que la expresion de Sema 3C por parte del septum no esta
implicada en la seleccion de diana de los axones GABA¢érgicos septohipocampicos, ademas
de corroborar los datos derivados del tejido Sema 3C -/-.

La correcta actividad del hipocampo y de las interneuronas de esta region depende de
la integridad de los circuitos hipocampicos, entre ellos la via perforante procedente de la
corteza entorrinal. Para determinar si los aferentes entorrinales son importantes para el
desarrollo y especificidad de la conexion GABAérgica septohipocampica, establecimos
cultivos organotipicos septohipocampicos sin corteza entorrinal, demostrando que las
aferencias desde esta area no son necesarias para la correcta seleccion de diana de los axones
GABAérgicos septales. Aunque se ha descrito que los niveles de actividad pueden afectar a
procesos de sinaptogénesis, no ocurre asi en el sistema estudiado aqui ya que el porcentaje de
interneuronas contactadas por axones GABAérgicos septohipocdmpicos no se ve afectado en
cultivos sin corteza entorrinal. Por el contrario, es mas probable que la actividad de las
neuronas diana esté afectando a los procesos de estabilizacién de los contactos ya creados,
eliminando aquellos que no muestren niveles correctos de actividad o no sean funcionales.

En conjunto, nuestros resultados indican que el proceso de seleccion de diana de los
axones GABAérgicos septohipocampicos seguramente dependa de factores diferentes a Sema
3C y las aferencias desde corteza entorrinal. Aun asi, no se puede descartar la existencia de
mecanismos redundantes que pudieran compensar, por ejemplo, la falta de Sema 3C y

garantizar la correcta conexion entre los elementos del sistema.

Teniendo en cuenta la localizacion de las interneuronas de hipocampo, presentes en
todas las capas de hipocampo y frecuentemente entremezcladas con otros tipos celulares, los
mecanismos para asegurar el contacto por parte de los axones GABAérgicos septales deberian
actuar a muy corta distancia o incluso por contacto. Es probable que los procesos y/o
moléculas que gobiernen ambos tipos de especificidad de contacto (celular y subcelular)
coincidan en una ventana temporal estrecha, si no es que actiian simultdneamente o se trate
del mismo mecanismo. Actualmente se conocen varias moléculas implicadas en el

reconocimiento de diana por contacto, por ejemplo moléculas de adhesion celular (CAMs, de
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las siglas en inglés para Cell-Adhesion Molecules) como las Neurexinas y Neuroliginas;
Semaforinas transmembrana y proteinas Netrina-G, etc (Margeta and Shen, 2010; Williams et
al., 2010). Seria interesante comprobar el estado de este tipo de moléculas en la via
GABAC¢érgica septohipocdmpica para encontrar posibles mecanismos y elementos reguladores
de la especificidad de contacto. El modelo in vifro desarrollado en esta tesis es una
herramienta excelente para testar la implicacion de estos factores en la seleccidon de diana de

los axones en cuestion.

1. 2. RELEVANCIA FUNCIONAL DE LA ESPECIFICIDAD DEL
CONTACTO DE LA CONEXION GABAERGICA
SEPTOHIPOCAMPICA

En el cultivo organotipico desarrollado en esta tesis se recrea la conexion
septohipocdmpica in vitro a partir de rebanadas de cerebro de ratén en estadios embrionarios
tardios o postnatales tempranos. Los contactos GABAérgicos septohipocampicos se forman
siguiendo un patron temporal semejante a la situacion in vivo y alcanzan una complejidad
similar en los estadios maduros.

Uno de los aspectos mas relevantes del modelo es que se mantiene la especificidad de
contacto de los axones GABAérgicos septales sobre interneuronas de hipocampo. En estudios
previos en que se desarrollaron modelos in vifro de la conexion no se consiguid mantener la
especificidad de contacto de estos axones (Heimrich et al., 1996). Las diferencias con este
estudio pueden deberse a la especie utilizada (raton en vez de rata) y la edad de obtencion del
tejido, mas temprana en nuestro caso. Otra diferencia es que, en el cultivo presentado en esta
tesis, incluimos una rebanada de septum entero, no s6lo un hemiseptum como hacian
Heimrich et al. De esta manera se conservan parte de los circuitos locales y aferencias desde
el septum lateral. En nuestro modelo, ademas, hemos llevado a cabo una optimizacion de las
condiciones de cultivo (manipulacién del tejido, medio de cultivo, suplementos...) que

contribuyen a mantener una situacion mas fisiologica de la conexion en el sistema in vitro.

La especificidad del contacto del componente GABAérgico septohipocampico
mantenida en el cultivo organotipico hace de él una herramienta clave en el estudio de la
conexién, puesto que refleja uno de los aspectos cruciales del sistema no sélo a nivel

morfologico sino también funcional, como se expone a continuacion.
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Por una parte, la especificidad de contacto a nivel de dominio subcelular es clave para
una inhibicion eficaz de la célula diana. Las sinapsis de tipo cesto, tipicas de los axones
GABA¢érgicos septohipocampicos, constan de numerosos botones sindpticos localizados en el
soma y dendritas proximales de la neurona inervada. La presencia de numerosos botones
sindpticos en el mismo compartimento, y el hecho de que liberen neurotransmisor en una
ventana temporal estrecha (ya que muchos de ellos provienen de una misma célula septal
activa) causa una intensa hiperpolarizacion de estas neuronas, debido a procesos de sumacion
espacial y temporal de los potenciales postsinapticos generados. Esta hiperpolarizacidon ocurre
en compartimentos cercanos al segmento inicial del axén, donde tiene lugar la integracion
sindptica y la decision de disparo del potencial de accidon. Por todo esto, las sinapsis de tipo
cesto causan una inhibicion especialmente potente en las células diana, que asegura su
silenciamiento y anula cualquier efecto de otras sinapsis excitadoras, provenientes por
ejemplo de las neuronas colinérgicas septohipocampicas.

Por otra parte, el significado funcional de tan exquisita especificidad de contacto a
nivel celular es obvio: es crucial asegurar que las neuronas GABAérgicas septales contactan
exclusivamente con interneuronas de hipocampo, y no con células principales, para que tenga
lugar el circuito desinhibidor descrito en el sistema (Freund and Antal, 1988; Toth et al.,
1997).

Un fallo en la guia y sinaptogénesis de los axones GABAZrgicos septohipocampicos,
tanto a nivel celular como del compartimento contactado, impediria el correcto control de
amplias poblaciones de neuronas hipocampicas, causando, entre otros, alteraciones en los
patrones ritmicos theta y gamma de hipocampo implicados en procesos de memoria y
aprendizaje tan necesarios para la supervivencia del individuo. Por tanto, es ldgico que
durante el desarrollo existan mecanismos robustos que garanticen la conectividad e integridad
del sistema para que funcione adecuadamente. Se necesitan mas experimentos para conocer
estos mecanismos y las moléculas que intervienen en ellos. Analizar la manera en que estos
axones se desarrollan y contactan con sus dianas puede contribuir a ello, como se expone en el

siguiente apartado.
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1.3 CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO Y SINAPTOGENESIS
DE LOS AXONES SEPTOHIPOCAMPICOS IN VITRO

Un punto importante que puede aportar informacion sobre el proceso de seleccion de
diana de estos axones es el estudio de la dinamica de crecimiento axonal y sinaptogénesis. Es
importante caracterizar este proceso para comprender de qué manera ocurre la guia y
sinaptogénesis axonal: jes un proceso azaroso basado en la estabilizacion selectiva de los
contactos establecidos correctamente y la eliminacidén de los erréneos? ;Cémo un mismo
axon inerva diferentes interneuronas, y qué mecanismo determina que siga creciendo en busca
de mas células diana o se estabilice y pare? ;De qué manera un unico axén aporta numerosos
botones sindpticos a una misma célula diana? ;Como se distribuyen espacialmente los
botones sinapticos provenientes de diferentes axones septales sobre una misma interneurona
de hipocampo?

Para responder a estas preguntas hemos puesto a punto un protocolo para realizar
filmaciones de larga duracion en los cultivos organotipicos vivos, durante las diferentes etapas
del crecimiento axonal hacia sus células diana. Para ello, generamos cultivos organotipicos
septohipocampicos estandar en los cuales colocamos, en la zona media del septum una
porcion de septum proveniente de ratones que expresan el gen de la proteina verde
fluorescente (eGFP) bajo el promotor del gen S-ACTINA (cepa ACTB-eGFP). De esta
manera, el crecimiento y sinaptogénesis de los axones fluorescentes septales se puede
monitorizar en un sistema de filmacién mediante microscopia confocal o de Spinning Disk en
incubador. Esta metodologia aporta informacién relevante sobre el comportamiento de los
axones de crecimiento en un entorno mads fisioldgico que el estudiado normalmente en
cultivos primarios de células disociadas. Sin embargo, a dia de hoy existen pocos estudios
sobre el desarrollo axonal en tejido ex vivo o rebanadas de tejido cultivadas in vitro.

Usando esta metodologia hemos observado que a las 24h in vitro los axones septales
ya han empezado a inervar el hipocampo. Durante los primeros 3 dias de cultivo, numerosos
axones septales penetran en el hipocampo y exhiben conos de crecimiento muy dindmicos,
algunos de los cuales establecen contactos de tipo cesto con células hipocampicas. Nuestros

resultados muestran ciertas caracteristicas de estos axones, que se exponen a continuacion:
- Los axones invaden el hipocampo en diferentes profundidades del tejido, y los conos

de crecimiento muestran un comportamiento exploratorio en las tres dimensiones (ejes x, y, z

del espacio). Este hecho demuestra un comportamiento no descrito en los cultivos disociados
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de neuronas, por motivos puramente metodologicos —en ese sistema in vitro el cono de
crecimiento s6lo puede moverse en dos dimensiones si no se aplica una matriz tridimensional.

El cultivo organotipico que hemos desarrollado aqui demuestra un comportamiento
mas similar a la situacidon in vivo, y en él se podria comprobar si realmente existe una
compartimentacion del cono de crecimiento en cara inferior y cara superior. Este fendmeno de
compartimentacion se ha descrito en cultivos disociados de neuronas que crecen sobre un
sustrato en dos dimensiones, ¢ involucra algunas moléculas implicadas en el crecimiento
axonal y determinados procesos de exocitosis y endocitosis (Itofusa and Kamiguchi, 2011; O.
Ros, comunicacion personal).

- Los conos de crecimiento muestran un comportamiento pulsatil: constantemente
sufren procesos de extension, colapso y recrecimiento. Este comportamiento ya ha sido
descrito anteriormente en axones corticocorticales filmados en rebanadas de cerebro de raton
in vitro (Halloran and Kalil, 1994) y motoneuronas del nematodo Caenorhabditis elegans en
condiciones in vivo (Knobel et al., 1999).

- La velocidad de avance de los conos de crecimiento es notablemente constante a lo
largo del tiempo para un mismo axon, excepto en periodos de pausa que seguramente
implican reconocimiento de diana o procesos de colapso y redireccionamiento ante células no
diana o células de sefializacion intermedia (guidepost cells). Sin embargo, diferentes axones
muestran velocidades de crecimiento variadas, aunque dentro del rango fisiologico descrito: la
media de crecimiento de los axones septohipocampicos en nuestro cultivo organotipico es de
36,8 = 3,3 um/hora, un valor similar a los datos publicados de axones corticales en el area
diana (42,4 + 4 ym/hora, Halloran and Kalil, 1994).

- Numerosos axones crecen sobre axones pioneros, en solitario o en forma de haz con
otros axones en desarrollo, de los cuales pueden separarse posteriormente (figura 18 y
material suplementario en el CD adjunto). Estos procesos de fasciculacion y defasciculacion
son comunes en la guia axonal de otros elementos del sistema nervioso, y representan una
método eficiente para guiar axones de neuronas que han de inervar dianas similares.

- Frecuentemente, los axones se ramifican en mas de un nivel (figura 18), y los conos
de crecimiento de cada ramificacion parecen guiarse de manera independiente. Aunque
algunas ramificaciones pueden colapsar, retraerse y finalmente desaparecer, otras permanecen
y contactan con una o mas células diana. Este proceso da lugar a la gran divergencia existente
en el sistema septohipocampico, que funcionalmente se traduce en el control de amplias

poblaciones de interneuronas hipocdmpicas por parte de pocas células septales.
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- Los axones que contactan con células diana pueden dejar uno o varios botones
sinapticos sobre el soma de éstas (figura 18), y detenerse o seguir avanzando a través del
tejido. Algunos axones que crecen en solitario o por encima de otros axones pioneros pueden
establecer contactos sinapticos con células ya contactadas por el axén sobre el cual avanzan,
aumentando la complejidad de las sinapsis en cesto de los contactos septohipocampicos. Este
fendmeno podria darse en los sucesivos dias de desarrollo postnatal de la conexion, cuando
los axones pioneros ya han establecido algunos contactos con interneuronas de hipocampo.

- En ocasiones se observan varicosidades axonales que se desplazan a lo largo del
axon. Este fendmeno se ha descrito previamente en axones de otras especies (Malkinson and
Spira, 2010) y reflejaria la movilizacion y aporte de nueva membrana hacia la parte mas distal

del axdn para su correcto crecimiento.

En conjunto, los resultados de estos primeros experimentos demuestran que el modelo
de cultivo organotipico septohipocampico generado durante esta tesis, en combinacion con el
protocolo de filmacion en vivo descrito aqui, puede ser una herramienta éptima para estudiar
en detalle los procesos de guia y crecimiento axonal, sinaptogénesis, regeneracion de axones
ante lesiones, etc. Todo ello en condiciones mas fisioldgicas que otros modelos in vitro
(cultivos de neuronas disociadas o de explantes de tejido), y aportando informacion sobre la
dindmica temporal de estos procesos. Una de las ventajas de los cultivos organotipicos,
compatible con el protocolo de filmacidn, es que estos sistemas in vitro admiten numerosas
manipulaciones como estudios de lesion o tratamientos con drogas, anticuerpos bloqueantes,

toxinas o péptido amiloide, entre otros.
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Figura 18. Monitorizacion de la dindmica axonal en cultivos organotipicos septohipocampicos.
(A) Disefio experimental: se coloca una porciéon de MS/DBB eGFP" en el septum medial de un
cultivo organotipico septohipocdmpico estandar, y se adquieren imagenes del hipocampo a varias
profundidades del tejido (Z,.,) a lo largo de diferentes tiempos (T). (B) A las 30 horas in vitro, el
cultivo muestra numerosos axones septales fluorescentes que han invadido el hipocampo. Se
observan conos de crecimiento extendidos (flechas), colapsados (asteriscos) y varicosidades
axonales (punta de flecha). (C) Montaje de micrografias de un mismo campo del hipocampo de un
cultivo de 48h in vitro, tomadas cada 10 minutos. Se observa un cono de crecimiento avanzando a
velocidad constante. (D) Evento de sinaptogénesis filmado en un cultivo de 35h in vifro. Un cono de
crecimiento (en amarillo) contacta en el minuto 40 con el soma de la célula situada a la derecha; en
los 60 minutos siguientes se establecen numerosos botones sinapticos (flechas) entorno al soma de la
célula diana, adoptando la morfologia en cesto caracteristica de los axones GABAérgicos
septohipocampicos. En (B) y (D), las imagenes son proyecciones de los planos de diferentes profundidades,
codificadas en color (transicién rojo-amarillo-verde-azul, del plano mas superficial al mas profundo
respectivamente). Escala: 50 um en (B), equivale a 25 pm en (C) y 30 um en (D).
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Capitulo 2. Conexion GABA¢érgica
Septohipocampica en Envejecimiento y
Enfermedad de Alzheimer

Los resultados expuestos en la presente tesis son los primeros en que la conexion
GABA¢érgica septohipocampica se estudia en envejecimiento y EA mediante técnicas de
trazado de la conexion, combinadas con la deteccion de marcadores especificos de las
neuronas de proyeccion y sus células diana. Ademas, se aportan datos inéditos sobre el estado
funcional del hipocampo in vivo en el modelo de EA J20 (2APPsye, md), para correlacionar asi
los datos histologicos con la fisiologia de hipocampo. Los resultados muestran una alteracion
del componente GABAérgico de la conexion septohipocampica durante el envejecimiento:
aunque no se pierden células de proyeccion ni células diana, los ratones C57BL6/J de 18
meses presentan menos terminales GABAérgicos septales en el hipocampo en comparacién a
los animales de 2 meses. Los contactos remanentes, ademds, son menos complejos (tienen
menor numero de botones sindpticos por célula diana) tanto sobre interneuronas
inmunopositivas para Parvalbimina como para Calretinina. Estos mismos déficits se observan
en animales transgénicos de la cepa J20, modelos de EA, en estadios mas tempranos (8 meses
de edad) y en todas las poblaciones de interneuronas estudiadas. Ademas, en los ratones
transgénicos modelo de EA se observa una reduccion en los patrones de actividad ritmica del
hipocampo en frecuencias theta y gamma, en los cuales el sistema septohipocampico tiene un

papel crucial.

2.1. ESTADO DE LA CONEXION SEPTOHIPOCAMPICA EN
ENVEJECIMIENTO Y EA

Componente colinérgico de la conexion

Aunque en nuestro estudio hemos preferido abordar el andlisis del componente
GABAérgico septohipocampico, mucho menos estudiado que el colinérgico, es importante
hacer un inciso sobre el estado del componente colinérgico de la conexion en envejecimiento
y EA. La vision aceptada actualmente es que en los primeros estadios de EA no hay muerte
neuronal sino que ocurriria una desregulacion funcional, en concreto del estado neurotrofico
de las células colinérgicas. La disminucion de receptores de NGF (trkA, p75) en estas

neuronas sugiere una falta de respuesta a NGF, que podria provocar los desequilibrios en
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niveles de acetilcolina o enzimas colinesterasas observados en pacientes de EA (Schliebs and
Arendt, 2011).

La pérdida o retraccion de terminales sinapticos colinérgicos, sin que la célula de
proyeccién muera, es también un proceso de plasticidad que podria explicar la disminucién de
inervacidn sin muerte neuronal aparente en determinadas etapas del declive colinérgico. En el
modelo de EA utilizado en esta tesis, la cepa transgénica J20, no hemos detectado
disminucién de la inervacidn colinérgica en neocdrtex e hipocampo a las edades estudiadas
(2 y 8 meses de edad; figura 19). Esta observacion concuerda con datos publicados por otros
grupos sobre la cepa J20: los animales transgénicos muestran menos terminales colinérgicos
en neocodrtex e hipocampo unicamente a partir de los 12 - 18 meses de edad, pero no antes
(Aucoin et al., 2005). Por tanto, es destacable el hecho de que la alteracion GABAérgica
septal descrita en los resultados de esta tesis es mas temprana que la del componente

colinérgico, al menos en cuanto al estado de los terminales sindpticos en hipocampo.
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Figura 19. Inervacion colinérgica del hipocampo en la cepa
J20. La inmunodeteccion del enzima colinacetiltransferasa
(ChAT, en negro) demuestra la densidad de fibras colinérgicas en
el hipocampo de un raton transgénico de la cepa J20 a los 8 meses
de edad (J20), similar a la de un control (WT). Escala: 125 pm.

Componente GABAérgico de la conexion en envejecimiento

El componente GABAérgico de la conexion septohipocampica, tal y como se
demuestra en esta tesis, esta afectado durante el envejecimiento fisiolégico en ratones. Los
animales WT de 18 meses de edad presentan, en comparacion con los animales jovenes, una
reduccion del 60% en el nimero de contactos GABAérgicos septales sobre interneuronas de
hipocampo. La complejidad (numero de botones por célula diana) de estos contactos de tipo
cesto también esta disminuida para todos los tipos de interneuronas consideradas en este
estudio, pero la alteracion se restringe a los terminales sindpticos, puesto que no hay

disminucién en el nimero de neuronas GABAérgicas septohipocampicas. Por el contrario,
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varios estudios previos han descrito una disminucion de esta poblacion neuronal durante el
envejecimiento (Krzywkowski et al., 1995; Madhusudan et al., 2009; Stanley and Fadel,
2011). Esta discrepancia con la bibliografia existente puede ser debida al uso de especies
diferentes, a las edades consideradas o a la diferente metodologia en las cuantificaciones.

Por otra parte, en cuanto al numero de interneuronas de hipocampo, nuestros
resultados no muestran apenas cambios durante el envejecimiento. Stanley y Shetty (2004)
muestran que este parametro no disminuye en ratas envejecidas, aunque se pierde
inmunorreactividad para GAD67, hecho que los autores atribuyen a un fallo funcional o una
pérdida del fenotipo GABAérgico en animales envejecidos (Stanley and Shetty, 2004).
Nuestros analisis, detectando ambas isoformas del enzima GAD (GAD65 y 67), no muestran
cambios en el numero total de interneuronas. Tampoco vemos disminucién en la
subpoblacion de interneuronas positivas para Parvalbumina, coincidiendo con estudios
previos (Potier et al., 1994; Vela et al., 2003; Madhusudan et al., 2009; Stanley et al., 2011).
Cabe destacar que, a diferencia de algunos de los estudios publicados, nuestros datos se
refieren al area hipocampica total, para relacionar este dato con la presencia de terminales
septales, presentes en todo el hipocampo. Por tanto, es posible que alteraciones mas sutiles, a
nivel de areas especificas (CA, giro dentado), puedan quedar enmascaradas al agrupar todos
los datos. Seria interesante, por otra parte, comprobar en ratones envejecidos el estado de
otras subpoblaciones de interneuronas que disminuyen durante el envejecimiento [p.ej.
Calbindina, (Potier et al., 1994) o Reelina (Madhusudan et al., 2009)] para comprobar el
estado de la conexion septohipocdmpica sobre éstas.

De todas maneras, es necesario remarcar que la inmunodeteccion de determinadas
neuronas con marcadores especificos demuestra que no hay pérdida neuronal, pero no
garantiza el correcto funcionamiento de estas células. Por tanto, no permite descartar posibles
alteraciones en la funcion neuronal, para lo cual se deben utilizar técnicas funcionales u otros

marcadores que reflejen su nivel de actividad o funcidn sinéptica.

Componente GABAérgico de la conexion en modelos de EA

Como hemos comentado anteriormente, en la investigacion del prosencéfalo basal en
enfermedad de Alzheimer se ha dado preferencia tradicionalmente al estudio del componente
colinérgico de la conexién septohipocampica, por lo que existen pocos datos respecto al
componente GABA¢rgico. Ante esta situacion, nuestros estudios cobran especial importancia
ya que aportan nuevos datos sobre un aspecto apenas explorado previamente en la patologia

de Alzheimer, y cuya implicacidon funcional es evidente teniendo en cuenta algunos de los
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déficits cognitivos en pacientes de EA y modelos animales (por ejemplo, alteraciones en
aprendizaje y memoria visuoespaciales). Sin embargo, esta misma circunstancia hace mas
dificil contextualizar e interpretar los datos en el marco de la bibliografia existente.

La mayor cantidad de informacion sobre el sistema GABAérgico septohipocampico en
modelos de EA que se puede extraer de los datos publicados hasta ahora se refiere inicamente
al estado de las células diana de la conexion: las interneuronas de hipocampo. Aunque existen
datos contradictorios, en general no hay pérdida de interneuronas en modelos transgénicos de
hAPP simples. En cambio, es frecuente en modelos que combinan la expresion de 24 PP con
formas mutadas de PSENI1/2 o Tau (Wirths and Bayer, 2010). Nuestros resultados coinciden
con datos provenientes de otros investigadores en la cepa transgénica J20, en que no se

observa pérdida de interneuronas de hipocampo (Palop et al., 2003).

En cuanto al estado de las neuronas GABAérgicas septohipocampicas y la funcion de
esta conexion en modelos de AD diferentes a la cepa J20, existen muy pocos datos publicados

a dia de hoy:

-En un estudio de Villette y colaboradores, publicado en 2010, se intenta mimetizar la
acumulacién de placas amiloides en el hipocampo de ratas adultas mediante inyecciones de
péptido B-amiloide en el hipocampo (Villette et al., 2010). El andlisis en las siguientes 3
semanas muestra una reduccion en la potencia del ritmo theta, de manera similar a nuestros
resultados, junto con una disminucion en la cantidad de potenciales de accion generados por
las neuronas GABA¢érgicas septohipocampicas. Esto sugiere que la amiloidosis en hipocampo
causa una inhibicion de la conexion ya durante las primeras semanas de la patologia.

En nuestro estudio, en que se analiza los efectos de amiloidosis a mas largo plazo (la
cepa J20 muestra placas amiloides en hipocampo a partir de los 5 meses), los animales
transgénicos de 8 meses muestran también disminucion en el ritmo theta y presentan menos
terminales GABAZ¢rgicos septohipocampicos, quiza a consecuencia de esos oligémeros de 3-
amiloide directamente o a procesos de plasticidad posteriores a la disfuncion sindptica. El
nimero de neuronas del MS/DBB inmunopositivas para Parvalbimina no varia en los
transgénicos J20 de 8 meses, mientras que las ratas a las que se les ha inducido la amiloidosis
muestran, sorprendentemente, un aumento en la inmunorreactividad de Parvalbumina en el
MS/DBB. Esta discrepancia se ha de tener en cuenta en el diferente marco temporal de ambos
estudios en cuanto al avance de la patologia, siendo quizé el aumento de Parvalbimina en el

estudio de Villette et al, 2010 resultado de mecanismos compensatorios tempranos ante la
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amiloidosis —mecanismos que se habrian extinguido mas adelante, en el momento en que
estan recogidos nuestros datos.

Por otra parte, es importante reconocer que este modelo de amiloidosis en rata y la
cepa J20 utilizada en nuestro estudio difieren en varios aspectos. En primer lugar, las especies
son distintas. Asimismo, el diferente origen del péptido amiloide (exdgeno en el caso de las
inyecciones o endogeno en el caso de la cepa J20), la dosis aplicada y sobretodo el tiempo que
el péptido ha estado presente en el tejido en cada uno de los estudios seguramente conllevan
diferencias en cuanto a la toxicidad de las especies amiloides y su agregacion, la respuesta
glial asociada, los procesos de plasticidad y reorganizacion que pueden darse en cada

situacidn, etc.

-Este mismo afio se ha publicado un estudio sobre el estado de la conexion
septohipocampica en EA, realizado en este caso en la cepa transgénica de ratobn TauPS2APP
(Loreth et al., 2012). Esta cepa expresa formas mutadas de Tau, PSEN2 y APP, y presenta
acumulacién de péptido B-amiloide, placas seniles y ovillos neurofibrilares en el hipocampo.
Los ratones transgénicos de 12 y 18 meses de edad no presentan cambios en el componente
colinérgico septohipocampico, pero si se observa menor nimero de células inmunorreactivas
para Parvalbumina (i.e., neuronas GABAérgicas septohipocampicas) en el septum medial.
Ademas, a los 18 meses hay pérdida de interneuronas positivas para Calretinina y
Neuropéptido Y en todas las regiones de hipocampo, y positivas para Parvalbumina en el giro
dentado e hilus. Estos datos concuerdan en parte con nuestros resultados, aunque el numero
total de interneuronas hipocampicas (GAD67") en el transgénico TauPS2APP también se ve
disminuido a los 18 meses de edad. Hay que tener en cuenta que ambas cepas de transgénicos
expresan diferentes genes asociados a EA familiar, por tanto es arriesgado hacer
comparaciones directas y estrictas entre ambos modelos. Es probable que TauPS2APP, al
desarrollar también taupatia, muestre un efecto sinérgico en los mecanismos patogénicos
debido a las diferentes mutaciones expresadas, y tenga un fenotipo mas agresivo y afecte por
tanto a mas poblaciones neuronales, como ya se ha descrito en otras cepas de transgénicos
dobles modelos de EA (Wirths and Bayer, 2010). Este puede ser también el motivo por el que
existan menos neuronas GABA¢érgicas septohipocampicas en el modelo TauPS2APP, aunque
también hay que considerar que la edad mas temprana a la que esta alteracién se observa en
TauPS2APP (12 meses) es mayor que la edad a la que se ha estudiado en la cepa J20 en esta
tesis (8 meses). Por tanto, no se puede descartar una posible afectacion del componente

GABA¢érgico septohipocdmpico a nivel de soma en ratones J20 a edades mds avanzadas, de
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igual manera que seria interesante saber si en la cepa TauPS2APP existe disfuncidon
GABA¢érgica septohipocampica a nivel de sinapsis antes de que ocurra la pérdida de somas en

MS/DBB.

2. 2. MECANISMOS PATOGENICOS SOBRE EL. COMPONENTE
GABAERGICO

Los animales transgénicos de la cepa J20 sufren una disminucion de la inervacion
GABACérgica septohipocampica, tanto en la cantidad de contactos que establecen sobre
interneuronas de hipocampo como en la complejidad de éstos. El andlisis histoldgico del
MS/DBB vy el hipocampo de estos animales demuestra que no hay pérdida de las neuronas de
proyeccidn en septum ni de las neuronas diana en hipocampo, respectivamente. Por tanto, las
alteraciones morfoldgicas observadas en estos animales se restringen exclusivamente a los
terminales axdnicos.

Los estudios preliminares que hemos realizado no muestran colocalizacion de
marcadores de placas amiloides con los terminales septohipocdmpicos en animales J20 de 8
meses (datos no mostrados). Por lo tanto, si existe algiin efecto deletéreo del B-amiloide sobre
los terminales axonales septohipocampicos, ¢éste debe ser mediado por formas solubles del
péptido (presentes a altas concentraciones en el hipocampo de transgénicos J20; Mucke et al,
2000) o bien por formas intermedias de agregacion previas a la formacion de placas, hipotesis
que concuerda con la vision actual (Masters CL, 2012). De hecho, se ha demostrado que la
sinaptotoxicidad del B-amiloide ocurre en diversos modelos transgénicos de EA, incluida la
cepa J20, sin que haya deposicion de placas (Mucke et al., 2000).

Numerosos estudios han comprobado la inmunorreactividad de la proteina
presinaptica Sinaptofisina para testar la cantidad de terminales sinapticos en el tejido de
pacientes o modelos animales de EA. Lamentablemente, esta metodologia no permite
discriminar los tipos de sinapsis en cuanto al neurotransmisor utilizado, ya que Sinaptofisina
es un marcador presente en todos los tipos neuronales. Las sinapsis en las que mas se ha
estudiado funcionalmente la neurotoxicidad del péptido P-amiloide son las sinapsis
excitadoras, especialmente las glutamatérgicas de hipocampo, debido a la extensa
metodologia desarrollada para analizar su funcidén. Diferentes estudios demuestran que la
cantidad de B-amiloide y los niveles de actividad neuronal estan intimamente relacionados, de

manera que concentraciones muy altas del péptido dificultan la transmision sindptica
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glutamatérgica, llegando a causar la pérdida de los terminales sinapticos (Hsia et al., 1999;
Palop and Mucke, 2010). Los mecanismos por lo cuales se altera la transmisioén sinaptica
incluyen la internalizacion de receptores de glutamato de tipo NMDA y AMPA en la sinapsis
y la activacion de ciertos receptores (NMDA, mGluR, a7-nAchR) en el espacid perisinaptico
(Snyder et al., 2005; Shankar et al., 2007). También se ven afectadas determinadas vias de
sefializacién asociadas al citoesqueleto de actina (calcineurina-cofilina) o GSK-38 en el
compartimento postsinaptico, que comprometerian su integridad causando finalmente su
colapso (Kamenetz et al., 2003; Shankar et al., 2007). Por otra parte, el péptido f-amiloide es
capaz de afectar las propiedades de membrana y por tanto la transmision sindptica mediante la

formacion de poros en la membrana neuronal (Zhu et al., 2000).

Los resultados de nuestros estudios muestran una reduccidén en torno al 50% en el
numero y complejidad de los contactos GABAZérgicos septohipocampicos en los transgénicos
J20 a los 8 meses de edad. Esto sugiere un papel téxico de f-amiloide directamente sobre las
sinapsis GABA¢érgicas septohipocdmpicas. Aunque es un campo menos estudiado, la
bibliografia muestra alteraciones de la transmision GABAérgica en varios modelos de EA,
supuestamente mediados por péptido P-amiloide. Se ha demostrado que la falta o
sobreexpresion de APP altera los niveles y actividad de ciertos canales de calcio presentes en
neuronas GABAérgicas (Yang et al.,, 2009). En ratones de la cepa J20, ademads, hay
alteraciones del canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.1 en interneuronas Parvalbimina”
(Verret et al., 2012). En cuanto a los receptores GABA¢érgicos, aunque la mayor parte de
bibliografia muestra que los receptores GABA4 no estan afectados en EA, hay pruebas de que
algunas de sus subunidades o la capacidad de unién de éstos estarian disminuidas en EA
(Rissman and Mobley, 2011).

Dada la poca informacion existente al respecto, es obvio que hacen falta mas
experimentos para analizar el papel sinaptotdxico de APP y B-amiloide sobre las sinapsis
GABAérgicas. A este respecto, los cultivos organotipicos desarrollados en la presente tesis
ofrecen una oportunidad excelente para testar el efecto del B-amiloide sobre las sinapsis
GABAC¢érgicas de la conexion. El abordaje in vitro permite una mejor manipulaciéon del
sistema, de tal manera que se pueden aplicar especies de f-amiloide en diferentes estados de
agregacion, a diferentes tiempos, y analizar entonces el componente GABAérgico septal,
marcadores funcionales de estas sinapsis, estado de los receptores GABAérgicos en

hipocampo e incluso el papel de B-amiloide sobre la sinaptogénesis y estabilidad de las
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sinapsis septohipocampicas. El protocolo de filmacion de cultivos organotipicos que estamos

desarrollando puede resultar también muy util para este tipo de estudio.

2.3. IMPLICACIONES FUNCIONALES DE LA ALTERACION
GABAERGICA SEPTOHIPOCAMPICA EN EA

Hemos demostrado aqui que los animales de la cepa J20 presentan una disminucién en
los patrones de actividad ritmica en hipocampo a los 8 meses, edad en que el numero y
complejidad de las sinapsis en cesto GABAérgicas septohipocampicas estdn reducidos. En
concreto, la actividad en frecuencia theta (4.1 a 8 Hz) y gamma (26.1 a 100 Hz) de los
animales J20 de 8 meses disminuye en torno a un 40% respecto a los de 2 meses,
independientemente del grado de actividad locomotora del individuo. Tales patrones de
actividad estadn relacionados con procesos cognitivos que se ven afectados durante el
envejecimiento y EA.

Por una parte, en cuanto al proceso de envejecimiento, estudios en animales de
experimentacion y humanos en edades avanzadas muestran alteraciones en patrones de suefio
[p.ej. sueiio REM (Miles and Dement, 1980; Bliwise, 1993)] y fallos en procesos cognitivos
(Lamour et al., 1989) dependientes de ritmo theta hipocampico. A este respecto, seria
interesante ampliar el estudio de los ritmos de actividad hipocdmpica mostrados en los
resultados de esta tesis con datos de animales envejecidos, para comprobar cdmo se
encuentran los patrones theta y gamma durante el envejecimiento fisioldgico y, si existe
alguna alteracion, caracterizar su evolucion temporal.

Por otra parte, en la enfermedad de Alzheimer existen indicios de alteraciones
funcionales en la conexion septohipocampica, presentes tanto en animales de experimentacion
como en pacientes de EA. Los ratones transgénicos de la cepa J20 muestran peor desempefio
en tareas visuoespaciales como el laberinto acuatico de Morris (Morris watermaze) y el test
de reconocimiento de objetos (novel object recognition), de las cuales es responsable el
sistema septohipocampico (Roberson et al., 2007; Sanchez-Mejia et al., 2008). Estos déficits
en la memoria y el aprendizaje visuoespacial correlacionan con sintomas descritos en
humanos: los pacientes de EA demuestran una peor integracion de la informacion espacial
para calcular su posicion y frecuentemente se desorientan en entornos familiares en los que

previamente no tenian problemas (Iachini et al., 2009).
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Otra correlacion entre el modelo J20 y los pacientes de EA se refiere a la
susceptibilidad de ambos a actividad de tipo epiléptico. Los animales transgénicos J20
muestran ciertos patrones epileptiformes en los registros electroencefalograficos de neocortex
e hipocampo, aunque en la mayoria de casos no van acompafiados de crisis tonico-cldnicas.
Ademas, estos animales son mas sensibles al antagonista GABAérgico pentilenotetrazol
(PTZ; Palop et al., 2007). De manera analoga, los pacientes de EA tienen mayor riesgo de
padecer ataques epilépticos que personas sanas de su misma edad, especialmente en la forma
familiar de la enfermedad (Amatniek et al., 2006). Aunque estas alteraciones no son uno de
los sintomas mads caracteristicos en pacientes de EA, se ha sugerido que puedan ser mas
frecuentes de lo que se cree ya que se trata, en la mayoria de casos, de actividad epileptiforme
sin sintomas aparentes y posiblemente no reportada a nivel clinico. Esta actividad
epileptiforme es resultado de un desequilibrio en los niveles de excitacion e inhibicidn en los
circuitos o redes neuronales. La conexion GABA¢érgica septohipocampica, al controlar los
circuitos inhibidores de hipocampo, tiene un papel crucial en el mantenimiento de los niveles
adecuados de excitacion. Por tanto, el déficit de terminales GABAZrgicos septohipocdmpicos
descrito en esta tesis puede contribuir a explicar el fenotipo epileptiforme en la cepa J20. Los
resultados electrofisiologicos obtenidos en el hipocampo de transgénicos J20 concuerdan con
el aumento de actividad epileptiforme hipocampica, ya que se ha demostrado que la actividad
theta es un estado funcional que evita la aparicion de focos de actividad epiléptica en el
hipocampo (Miller et al., 1994), y en este mismo modelo de EA se ha descrito mayor
frecuencia de espigas poblacionales (i.e., actividad epileptiforme) durante episodios de baja
intensidad de ritmo gamma (Verret et al., 2012). Precisamente, un elemento que puede
explicar la susceptibilidad de los transgénicos J20 a actividad epileptiforme es la falta de
terminales septales GABAérgicos sobre la subpoblacion de interneuronas Parvalbumina-
positivas en hipocampo, con la consecuente afectacion funcional de éstas. Esta subpoblacion
de interneuronas esta involucrada en procesos epileptogénicos en neocdrtex e hipocampo
(DeFelipe, 1999), y se ha descrito que los animales deficientes en Parvalbumina muestran
alteraciones de los circuitos neuronales que los hacen mas propensos a ataques epilépticos
inducidos por PTZ (Schwaller et al., 2004).

Otro punto importante a destacar es la disminucion de la actividad gamma
hipocampica que hemos encontrado en los transgénicos J20, probablemente debida a la falta
de aferencias desde el MS/DBB que demostramos en el presente trabajo o a un fallo en la
funcién de las células Parvalbimina como generadores intrahipocampicos de ritmo gamma

(Mann and Paulsen, 2005). El acoplamiento theta-gamma en hipocampo es un fenémeno
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dependiente de la poblacion de interneuronas positivas para Parvalbumina (Cardin et al.,
2009; Sohal et al., 2009), y en especial de la inhibicion sinédptica rapida (de tipo fast-spiking)
sobre estas células (Wulff et al., 2009). Esta inhibicidn répida es debida a mecanismos intra- o
extrahipocampicos, en este ultimo caso dependiente de la inervacion GABAérgica septal
sobre las interneuronas Parvalbiimina’. Los resultados de esta tesis apuntan a posibles
alteraciones en el acoplamiento theta-gamma en EA, tal y como sugieren nuestros datos en
ratones de la cepa J20, que muestran a los 8 meses una falta de inhibicion rapida proveniente
del MS/DBB vy alteraciones en el ritmo gamma. Por ello seria interesante no sélo analizar el
estado funcional de la poblacién Parvalbumina® de hipocampo, sino ampliar los estudios
electrofisiologicos descritos en transgénicos J20 para comprobar el acoplamiento theta-
gamma en hipocampo —un fendomeno relacionado con la codificacion y recuperacion de
recuerdos, la representacion de secuencias espaciales y la memoria de trabajo (Colgin and

Moser, 2010), procesos tipicamente afectados en envejecimiento y EA

2.4. LA CONEXION SEPTOHIPOCAMPICA COMO SISTEMA :
ALTERACIONES A NIVEL DE CIRCUITOS Y REDES NEURONALES.

Hay que tener en cuenta que el sistema septohipocampico no es un elemento aislado,
sino que su correcto funcionamiento depende de la interaccion de varios componentes.

En primer lugar, y desde un punto de vista de sistemas, la conexion septohipocampica
consta de varios sistemas de neurotransmisores que actian de manera coordinada. Cualquier
fallo que afecte a uno de ellos puede tener consecuencias en el conjunto de la via. Ademas, al
comportarse como un sistema dindmico, intenta compensar las perturbaciones a las que se ve
sometido. Esto puede causar otras alteraciones secundarias, y en esta situacion seria dificil
reconocer qué fallos son causa o consecuencia, y de qué alteraciones. Por tanto, se requiere un
analisis en diferentes estadios de la patologia de cada uno de los elementos que juegan un
papel (directa o indirectamente) en el sistema, de manera que se pueda reconocer qué
mecanismos son patogénicos y cuales son cambios compensatorios. Esta caracterizacion es
clave desde un punto de vista terapéutico para disefiar tratamientos mas eficientes.

Actualmente se tiene informacién de algunos de los elementos del sistema
septohipocampico, sobretodo del estado del componente colinérgico, en algunas situaciones
patolégicas (EA, lesiones, tratamientos farmacologicos) o fisiologicas (envejecimiento), pero

es necesario un estudio exhaustivo de otros elementos del sistema y las relaciones entre unos
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y otros. Los nuevos datos obtenidos del estudio del componente GABA¢érgico suponen un
gran avance para entender el sistema en conjunto, especialmente tras demostrarse el papel
crucial del sistema GABAérgico septohipocampico en determinadas funciones hipocampicas,
asociadas a procesos cognitivos complejos, que se encuentran alteradas en envejecimiento o
EA. Ademas, la limitada eficacia de los farmacos colinomiméticos disponibles actualmente
sobre el avance de la enfermedad y el deterioro cognitivo de los pacientes de EA pone de
manifiesto la necesidad de encontrar nuevas dianas terapéuticas. La demostrada afectacion del
componente GABA¢érgico septohipocampico en EA abre la posibilidad de nuevos abordajes

terapéuticos para esta patologia.

Aferencias de las neuronas septohipocampicas: estado en envejecimiento v EA

Considerando la complejidad del sistema, es importante tener en cuenta que las
neuronas GABAérgicas septohipocdmpicas reciben aferencias tanto locales como
provenientes de otras regiones: hipocampo, hipotalamo y nticleo medial del rafe, entre otros.
Cualquier alteracion en estos sistemas aferentes que tenga lugar durante el envejecimiento y
EA debe ser considerada para interpretar el estado del sistema.

Por un lado, las alteraciones del sistema colinérgico septohipocampico, sean a nivel
funcional en las primeras etapas de la enfermedad o bien de tipo neurodegenerativo en etapas
mas avanzadas, pueden afectar a la funcion de las neuronas GABAérgicas septohipocdmpicas,
ya que ambos elementos estan anatomicamente conectados mediante circuitos locales. En el
funcionamiento normal, las neuronas colinérgicas y glutamatérgicas septales emiten axones
colaterales que activan a las neuronas GABAérgicas septohipocampicas. Estos contactos son
importantes para mantener el tono de activacion necesario para la induccidn septal del ritmo
theta en hipocampo, por tanto un déficit en estos elementos pone en compromiso la
generacion de estos patrones de actividad en hipocampo.

Por otro lado, se han descrito alteraciones en algunas aferencias desde otras regiones
durante el envejecimiento y la EA. Por ejemplo, las aferencias hipocretinérgicas activadoras
provenientes de hipotalamo estan disminuidas durante el envejecimiento, situacion que puede
contribuir a los déficits de alerta y vigilia presentes durante el envejecimiento fisiologico
(Stanley and Fadel, 2011). En pacientes de EA, ademads, existe una disminucién de las
neuronas serotoninérgicas del nucleo medial del rafe que normalmente activan a las neuronas
GABAérgicas septohipocampicas (Chen et al., 2000). En el modelo murino de EA de
amiloidosis inducida en hipocampo, del cual se ha hablado anteriormente (Villette et al.,

2011), se ha detectado una disminucion de las interneuronas hipocamposeptales
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inmunopositivas para Calbindina y Somatostatina. Esto impediria el correcto didlogo entre
hipocampo y septum, que es necesario para mantener los niveles de activacion hipocampica
dentro de un rango fisioldgico asi como para colaborar al mantenimiento del ritmo theta
hipocampico de origen septal.

Desde un punto de vista més general, hay que tener en cuenta que no sélo el fallo en
las neuronas hipocamposeptales, sino la alteracion en la funcién hipocampica general durante
EA (seguramente causada por diversos mecanismos patogénicos) afectara a la funcion de la
conexion septohipocampica, ya que los diferentes sistemas se encuentran interconectados. A
este respecto, es importante remarcar que, aunque en los resultados de esta tesis no se observa
pérdida neuronal o alteraciones morfoldgicas evidentes de las dianas de la conexion
GABAérgica septohipocampica durante el envejecimiento y la EA, las interneuronas de
hipocampo pueden estar afectadas a un nivel no detectable mediante las técnicas utilizadas en
nuestro estudio. Por una parte, se desconoce si hay cambios en el compartimento
postsinaptico de la conexidén septohipocampica (cambios en los receptores GABAérgicos de
las interneuronas hipocampicas, por ejemplo). Por otra parte, las sinapsis de las interneuronas
hipocampicas sobre las células principales de hipocampo pueden estar afectadas tanto a nivel
morfolégico (p.ej. degeneracidon, remodelacion de los terminales sindpticos o procesos de
recrecimiento axonal o sprouting) como funcional (cambio en las propiedades sinépticas,
alteracion de los receptores postsinapticos, etc). Se necesitan mas experimentos para
comprobar el estado de estos elementos hipocampicos, y poder interpretar mejor los
resultados obtenidos en nuestros estudios. Como se ha mencionado al principio de este
apartado, la complejidad de las alteraciones presentes en EA y otras enfermedades
neurodegenerativas hace mas dificil su estudio, pero es importante caracterizarlas para
entender el funcionamiento de los diferentes elementos del sistema, los mecanismos

patogénicos y las posibles aproximaciones terapéuticas a aplicar.

2.5 OTRAS CONSIDERACIONES

La EA como un proceso de envejecimiento acelerado

Los resultados expuestos en esta tesis muestran un fenotipo de envejecimiento
acelerado en los animales transgénicos de la cepa J20 a 8 meses de edad en cuanto al estado

de la conexion GABAZ¢érgica septohipocdmpica. Actualmente, existe cierta controversia sobre
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si la enfermedad de Alzheimer es un proceso de envejecimiento acelerado o, por el contrario,
se trata de una enfermedad neurodegenerativa con mecanismos patogénicos propios. El mayor
factor de riesgo para desarrollar EA es una edad avanzada, pero algunos autores argumentan
que hacen falta otras lesiones o insultos para desarrollarla (Herrup, 2010).

En el caso de la cepa J20, la sobreexpresion del gen 24PP mutado causaria niveles
altos de péptido B-amiloide u otros eventos asociados que acabarian causando la pérdida de
terminales GABAérgicos septohipocampicos a 8 meses de edad. En cambio, en los animales
wild-type (WT) esta alteracion sucede mucho mas tarde, quiza porque requiera acumulacion
de APP o B-amiloide durante mucho mas tiempo (la forma murina de APP no es capaz de
agregar en forma de placas, asi que las especies amiloides en WT serian mas solubles que las
presentes en modelos de EA que expresan APP humana) o bien porque sea el resultado de
otros mecanismos patogénicos que finalmente convergen en el mismo fenotipo sobre los

terminales GABAérgicos.

Uso de modelos animales para el estudio de la EA

Un aspecto imprescindible a discutir sobre este trabajo es el uso de animales de
experimentacion en el estudio de procesos y enfermedades que afectan a humanos. A fecha de
hoy no existe ningiin modelo animal que presente todas las alteraciones observadas en EA;
posiblemente el modelo que mas se aproxima es el de primates no humanos envejecidos
(Price et al., 1991), pero debido al elevado coste y tiempo necesarios para trabajar con ellos,
la mayor parte de investigacidn realizada se centra en especies murinas. Lamentablemente, la
enfermedad de Alzheimer es una patologia que ratas y ratones no sufren de manera natural
(Woodruff-Pak, 2008). Por ello es necesario aplicar sustancias exogenas (p.€j., especies de -
amiloide) o alterar la expresion génica en estas especies para obtener modelos que muestren
algunos aspectos de la enfermedad. Un aspecto clave para ello es la necesidad de conocer los
mecanismos genéticos, moleculares, celulares y neuroldgicos de la enfermedad en pacientes.
Aunque es cierto que estos conocimientos ayudan a disefiar modelos animales que recreen
mejor la enfermedad, en muchas ocasiones es gracias a estos modelos animales, que presentan
algunas de las caracteristicas por separado, por los que se consiguen entender mecanismos
aislados de la patologia. Esta aproximacion es especialmente util para investigar las fases
preclinicas de la patologia, en que la falta de sintomas hace dificil su deteccion y estudio en
pacientes humanos (Zahs and Ashe, 2010).

La aplicacidon de especies de péptido amiloide mejor caracterizadas y estandarizadas

entre diferentes estudios, asi como el desarrollo de animales transgénicos multiples, estan
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permitiendo modelar mejor la enfermedad y obtener nueva informacién sobre los mecanismos
patogénicos. De todas maneras, hay que tener precaucion a la hora de extrapolar resultados de
animales de experimentacion a humanos, ya que por muy bien modelizada que esté la
enfermedad, sigue habiendo diferencias entre especies en cuanto a determinados procesos
fisiologicos, especialmente en niveles de funcionamiento superiores. Hace falta mucha mas
informacion, por ejemplo, sobre la electrofisiologia de hipocampo en humanos. Por
cuestiones metodoldgicas, la mayor parte de informacién existente en humanos se refiere a
patrones de actividad cortical, y muy pocos estudios han investigado la electrofisiologia del
hipocampo humano in vivo y sus correlatos cognitivos o comportamentales (Cantero et al.,
2003).

Otro aspecto fundamental es la existencia de formas esporadicas de la enfermedad de
Alzheimer, no asociadas a mutaciones genéticas, que constituyen la mayoria de casos. Es
logico plantearse si los modelos transgénicos pueden aportar informacién sobre las causas
patogénicas de estas variantes, y en todo caso, aunque la investigacidon con pacientes humanos
es necesaria, la combinacion de diferentes modelos animales puede igualmente aportar
informacion muy atil sobre procesos patoldgicos presentes en la enfermedad,

independientemente de si el origen es genético o esporadico.
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Capitulo 3. Funcion Hipocampica en el Modelo
J20. Alteraciones ante Procesos de
Autoestimulacion Septal

Los datos obtenidos en el capitulo Resultados-II, en que estudiamos el estado de la
conexion GABA¢érgica septohipocdmpica en envejecimiento y EA, muestran una reduccion
del ritmo theta y gamma en el hipocampo de ratones transgénicos J20 (modelo de EA) a los 8
meses de edad. Estos resultados nos llevaron a plantear un estudio mas amplio de la funcion
sindptica del hipocampo de ratones J20 in vivo a los 8 meses, edad en que observamos
importantes déficits de la conexion GABA¢érgica septohipocampica. En paralelo, y teniendo
en cuenta los estudios pioneros de Olds y Milner sobre autoestimulacion septal, nos
planteamos analizar el papel de la conexion GABAérgica septohipocampica en este

paradigma de refuerzo operante, y el efecto que esto provoca en hipocampo.

Los resultados derivados de este estudio demuestran que la sinapsis CA3-CAl
funciona normalmente en los animales transgénicos J20, aunque con alteraciones sutiles en la
facilitacidn sinaptica a corto plazo. Los procesos de potenciacidn a largo plazo (LTP) de esta
sinapsis estan aumentados en el modelo de EA.

En un paradigma de condicionamiento operante de autoestimulacion, en que los
animales pueden autoadministrarse estimulos eléctricos reforzantes en el septum medial, los
animales J20 presentan peor aprendizaje y ejecucion de la tarea. Hemos demostrado que, en
animales WT, este refuerzo operante se correlaciona con una disminucion de la respuesta
obtenida en la sinapsis CA3-CAl. Los transgénicos J20 no presentan tal disminucion,
especialmente durante los primeros dias del test, y por tanto muestran peor aprendizaje y
ejecucion del paradigma de refuerzo operante, como se observa en nuestros resultados.

En estos mismos animales, ademas, la induccion de LTP afecta negativamente la
ejecucion de la tarea reforzante ya adquirida, seguramente porque la excesiva respuesta de la
sinapsis una vez potenciada cancela esa disminucion de la respuesta en CA3-CAl que es

necesaria para que tenga lugar el refuerzo operante.
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3. 1. FUNCION SINAPTICA EN EL MODELO DE EA J20.
IMPLICACIONES FUNCIONALES

Propiedades de la sinapsis colateral de Schaffer en ratones J20

Los terminales septales GABAérgicos acaban en todas las zonas de hipocampo,
aunque de manera particularmente densa en las regiones del hilus y la CA3. La sinapsis CA3-
CAl, o colateral de Schaffer, es especialmente interesante para estudiar el efecto que las
aferencias septales pueden tener sobre la funcion de hipocampo, al ser una parte del circuito
hipocampico mas densamente inervada por el septum medial. Ademas, se conocen con detalle
las caracteristicas electrofisiologicas de esta sinapsis, incluso en condiciones in vivo (Gruart et
al., 2006, Madrorial et al., 2009).

A dia de hoy, se han descrito numerosas caracteristicas del hipocampo de ratones de la
cepa J20 tanto a nivel molecular, celular, como de circuitos. En el aspecto funcional, las
sinapsis y circuitos hipocadmpicos en esta cepa han sido estudiados casi exclusivamente en
condiciones in vitro, mediante experimentos en rebanadas de tejido (Palop et al., 2007).
Nuestros datos son los primeros en que la sinapsis CA3-CA1 de hipocampo de animales J20
se estudia in vivo, aportando datos inéditos en condiciones fisioldgicas.

En estas condiciones, los transgénicos J20 apenas muestran alteraciones en las
propiedades sinapticas de las colaterales de Schaffer. Los experimentos de input/output
muestran que la respuesta registrada en el area CA1l se comporta de manera similar en J20 y
WT ante la presentacion de estimulos aferentes de diferentes intensidades. Por tanto, la fuerza
de la transmisidn en esta sinapsis no se ve afectada en transgénicos. Resultados previos in
vitro, en cambio, demuestran una disminucion de la fuerza de la sinapsis CA3-CA1 en J20
(Palop et al., 2007); esta contradiccidon podria surgir de la diferente metodologia empleada, ya
que en las rebanadas de tejido se elimina una buena parte de los circuitos extrinsecos y
locales, o del uso de animales de edades diferentes.

Los experimentos de pares de pulsos aportan informacién sobre fendmenos de
plasticidad sinéptica a corto plazo atribuidos a procesos de liberacion de neurotransmisor por
parte del componente presinaptico (Zucker and Regehr, 2002). En la sinapsis CA3-CAl de
animales WT, tal y como se habia descrito previamente (Madrofial et al., 2009), la
presentacion de dos pulsos (estimulos) separados por intervalos de entre 10 y 100 ms causa un
aumento en la respuesta obtenida en el segundo pulso. Este proceso de facilitacion desaparece
cuando los pares de pulsos se presentan a intervalos mayores de 100 ms. En cambio, en los

animales J20, la facilitacion ocurre Unicamente en pares de pulsos separados por intervalos
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mas largos (40 a 100 ms). Esto sugiere deficiencias en la liberacion facilitada de
neurotransmisor a tiempos cortos. Se ha descrito que cierta especie de oligdmero
(globulomero AP;.42) afecta a la corriente de calcio P/Q presindptica y por tanto a la
liberacidon de neurotransmisor (Nimmrich et al., 2008), por tanto la presencia de oligdmeros
de B-amiloide en el hipocampo de J20 podria explicar el fendmeno observado en los
transgénicos. Sin embargo, a tiempos mayores, los animales J20 presentan una facilitacion
similar, incluso tiende a ser superior, que en los WT. De manera similar, en estudios
electrofisiologicos de corteza que comparan registros in vivo e in vitro en diferentes
condiciones se ha descrito facilitacion a tiempos mayores cuanto mayor es la actividad basal
del tejido, situacion que concuerda con la hiperexcitabilidad y mayor actividad espontdnea
observada en el hipocampo de los animales transgénicos J20 (Palop et al., 2007; Verret et al.,

2012).

Potenciacion a largo plazo en la sinapsis colateral de Schaffer en ratones J20

Los resultados de los experimentos de LTP demuestran que el protocolo de
estimulacidn a alta frecuencia (HFS, de las siglas en inglés para High-Frequency Stimulation)
utilizado en la presente tesis es capaz de inducir correctamente LTP en animales J20. Este
protocolo provoca una respuesta potenciada de la sinapsis CA3-CAl tanto en WT como en
transgénicos J20. Ahora bien, la duracién de esta potenciacion es mucho mayor en los
transgénicos, ya que sigue activa 24 horas después de ser inducida, mientras en los WT ha
desaparecido por completo. Una segunda estimulacion de alta frecuencia vuelve a evocar LTP
en ambos genotipos. Mientras que la LTP provocada en WT es similar a la del dia anterior, la
respuesta registrada en los transgénicos es mucho mayor, probablemente porque la sinapsis ya
se encontraba potenciada antes de inducir una nueva LTP. El tercer dia, tanto WT como J20
presentan una respuesta basal potenciada respecto al dia anterior. En este caso, la aplicacion
del protocolo HFS causa LTP en los dos genotipos, aunque sin diferencias entre ambos ya que
los WT muestran una potenciacion de magnitud similar a la presentada por los animales J20.

Estos resultados sugieren un mantenimiento mas eficaz de la LTP en los animales
transgénicos, en que la LTP de fase temprana (e-LTP, siglas en inglés de early-LTP) se
convierte a LTP de fase tardia (I-LTP, de /ate-LTP) sin necesidad de aplicar mas estimulos
externos a la sinapsis. Esto podria ser debido a que los transgénicos J20 tienen un umbral mas
bajo para la induccion de LTP, quizd debido al estado de hiperexcitabilidad en hipocampo

sugerido también por otros resultados de esta tesis y por estudios previos en esta cepa (Palop

et al., 2007).
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Nuestros datos previos muestran graves alteraciones de la conexion GABAérgica
septohipocdmpica en animales J20 (véase el apartado Resultados II). Una menor funcion de la
via GABAérgica septal deberia causar menos inhibicidon de las interneuronas hipocampicas.
Estas células, mas activas entonces, serian capaces de silenciar mas eficazmente a las
neuronas piramidales, con lo que se esperaria menor respuesta de la sinapsis CA3-CA1 en los
transgénicos J20. Sorprendentemente, estos animales muestran mayor LTP. Una situacidon que
se pone de manifiesto en estos experimentos in vivo es que la intrincada red de circuitos
hipocampicos no puede ser interpretada como un conjunto de elementos lineales del cual se
obtiene una Unica respuesta predecible. Al contrario, el hipocampo contiene numerosos
circuitos que conforman redes neuronales con maultiples contactos complejos entre sus
elementos, de manera que, en un momento determinado, el patrén y niveles de actividad de
una célula concreta dependerd del estado de muchos otros elementos del sistema, y esta
célula, a su vez, determinara el estado de tantas otras que estan bajo su control. El hecho de
estudiar la funcién sinédptica de hipocampo in vivo es un magnifico avance, sobre todo porque
se mantiene el sistema completo en una situacion fisiologica (no sélo los circuitos de
hipocampo en concreto, sino el resto de sistema nervioso, hormonal y el comportamiento del
individuo ante un entorno determinado). Sin embargo, esta extraordinaria complejidad,
precisamente, hace que la interpretacion de los fendmenos observados en este tipo de estudios

suponga un auténtico reto para el experimentador.

A este respecto, y centrandonos en nuestros resultados, cobra protagonismo la
hipotesis de la existencia de mecanismos compensatorios responsables de las respuestas

observadas en transgénicos J20:

-Reajustes funcionales: si las aferencias GABAérgicas septales estan disminuidas en
estos animales, las interneuronas de hipocampo pueden inhibir mas eficazmente a las
neuronas piramidales, como se comentaba mas arriba. Cabria esperar de las piramidales,
entonces, menos actividad. Esto conllevaria una menor activacion de vuelta hacia
interneuronas locales, mediado por los axones colaterales de la propia célula piramidal (este
proceso forma parte del sistema de inhibicion retroactiva o feedback inhibition). De esta
manera, disminuiria la activacion de las interneuronas para intentar compensar la falta de
inhibicién septal, aunque no es facil predecir si este mecanismo es capaz de retornar el

sistema a su estado basal. Ademads, no se puede descartar una alteracion funcional de las
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propias interneuronas de hipocampo, siendo entonces responsables de inhibir menos a las

células piramidales y provocando las respuestas observadas en nuestros experimentos.

-Cambios morfolégicos: Cuando los niveles de actividad de células hipocampicas
estan alterados durante mucho tiempo, pueden ocurrir procesos que reajusten la conectividad
entre ellas, incluyendo la remodelacion de sinapsis ya existentes e incluso la formacion de
nuevas conexiones mediante el crecimiento de fibras colaterales (procesos de sprouting). Esta
reorganizacion de los circuitos, que ya se ha demostrado en el hipocampo de ratones J20
(Palop et al., 2007), causaria una desinhibicidon y excitabilidad excesiva de las neuronas
piramidales, de manera que estimulos repetitivos como el protocolo de HFS causarian una
potenciacion de estas neuronas mas eficaz y duradera que en el caso de los WT, como

sugieren nuestros experimentos de LTP.

Por ultimo, hay que destacar que, cuando las redes neuronales se sincronizan para
oscilar en diferentes frecuencias, los esquemas de inhibicidn y desinhibicién que normalmente
rigen entre varios elementos del sistema desaparecen o cambian su comportamiento. Tanto
células principales como determinados tipos de interneuronas disparan al unisono durante
ciertas fases de los patrones oscilatorios en hipocampo, seguramente porque otros
mecanismos en un orden de jerarquia superior controlan a ambos por igual. Por tanto, es
arriesgado hacer predicciones siguiendo una logica lineal de inhibicidn-desinhibicion en

sistemas oscilatorios.

LTP vy déficits cognitivos en ratones J20

Un punto clave a discutir en este trabajo es la aparente contradiccion entre los déficits
cognitivos asociados a la cepa J20, modelo de EA, y el aumento en los niveles y duracion de
la LTP de la sinapsis CA3-CA1 observado en nuestros resultados. Estudios previos in vitro
muestran que la e-LTP de esta sinapsis no estd afectada en transgénicos J20 de 4-7 meses
(Palop et al., 2007), aunque estos animales demuestren déficits cognitivos en el laberinto
acuatico de Morris o el test de reconocimiento de objetos a edades similares (Sanchez-Mejia
et al., 2008). Nuestros resultados no s6lo confirman esos resultados electrofisioldgicos, sino
que extienden el estudio a fases mas tardias de la potenciacion, en que hemos comprobado
alteraciones en la LTP, en este caso al alza, en los transgénicos J20. Esta situacion, en que una

mayor LTP va asociada a déficits cognitivos o un peor aprendizaje, se ha demostrado
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previamente en estudios de condicionamiento cldsico (Madrofial et al., 2007; Sahun et al.,
2007). Aunque supone una idea transgresora en el marco de la bibliografia actual, es posible
que algunos procesos de potenciacion sinaptica a largo plazo en determinados circuitos
causen el "borrado" de informacidon preexistente o impidan la correcta codificacion de
informacion necesaria para la formacion o mantenimiento de memorias (vedse mas adelante,

Efecto de la LTP sobre la autoestimulacion septal).

3.2. EL SEPTUM MEDIAL COMO PARTE DEL SISTEMA DE
REFUERZO INTERNO

Desde hace muchos afios se sabe que el MS es un centro neural involucrado en
procesos de refuerzo responsables de comportamientos de autoestimulacion en animales de
experimentacion (Ball and Gray, 1971; Cazala et al., 1988). Los experimentos presentados en
esta tesis confirman esos resultados, de manera que usando un paradigma de
condicionamiento operante, los ratones aprenden a presionar una palanca (comportamiento
voluntario) para obtener una activacion eléctrica del MS (refuerzo). Durante las primeras
sesiones, denominadas "de moldeamiento" o "shaping", los animales aprenden la asociacion
entre comportamiento y refuerzo mediante la aplicacion de estimulos manuales por parte del
experimentador cuando el raton muestra interés por la palanca y la explora activamente.
Cuando el animal es capaz de pulsar la palanca por si mismo y administrarse el estimulo, se
considera un comportamiento de autoestimulacion, y el refuerzo suele ser tan fuerte que el
animal deja cualquier otro comportamiento para dedicarse a él durante toda la sesion
experimental (ver material suplementario en el CD adjunto).

Los animales J20, modelo de EA, aprenden la tarea de manera mas lenta y presionan
la palanca menos veces que los WT. De estos datos se deduce que obtienen menos refuerzo
positivo de la autoestimulacion septal, quiza debido a los déficits en la conexiéon GABAérgica
septohipocampica descritos en este modelo. Existe un paralelismo entre la falta de refuerzo
observada en los animales J20 y los pacientes de EA: la apatia es uno de los sintomas
neuropsiquiatricos presentes ya en las primeras fases de EA y que se mantiene de manera mas
persistente a medida que avanza la enfermedad, si bien es cierto que estd poco reconocida en
la sintomatologia tipica de EA (Landes et al., 2001). Aunque en la bibliografia actual no
existe una definicion consensuada del concepto "apatia", una de las que mas se ajustan es la

disminucién de la motivacion debido a alteraciones en el sistema de recompensa (Marin,
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1990). Hay que tener en cuenta que el sistema de refuerzo involucra numerosas areas del
cerebro, es extraordinariamente complejo y difiere en algunos aspectos entre roedores y
humanos, pero aun asi los datos presentados en este trabajo sugieren una posible implicacion
de la conexién GABAZérgica septohipocdmpica en los sintomas de apatia y falta de motivacion
presentes en pacientes de EA. Para comprobar esta hipdtesis son necesarios estudios en
pacientes que muestren apatia, buscando alteraciones en la conexion septohipocampica, asi
como en modelos animales que permitan realizar estudios funcionales complementarios para

testar la implicacion de la conexion en estos procesos.

Los resultados electrofisiologicos del estudio que presentamos aqui, por otra parte,
aportan informacion sobre algunos aspectos neurofisiologicos del sistema de refuerzo
mediado por septum medial. La estimulacion eléctrica del septum medial provoca una
respuesta directa en la region CAl en forma de potencial de campo. La amplitud de esta
respuesta es mayor en los animales transgénicos J20, hecho que reafirma la argumentacion de
una funcion sindptica facilitada en el hipocampo de estos animales. Este mismo proceso
puede explicar que, cuando se comprueba la sinapsis colateral de Schaffer justo después del
tren septal, ésta muestra una respuesta de mayor amplitud (facilitada) en los transgénicos. En
cambio, la respuesta de esta sinapsis en los animales WT es menor que en condiciones
basales: la estimulacion de septum medial causa una "desfacilitacion" de la sinapsis CA3-
CALl. Creemos que esta inhibicion forma parte del proceso de refuerzo, ya que la excesiva
respuesta que se observa tras la estimulacidn septal en el hipocampo de ratones transgénicos
J20 impide esa desfacilitacion: esto dificultaria la obtencion del refuerzo, por lo que tardan
mas en aprender y se autoestimulan menos que los WT.

La implicacion de hipocampo en estos procesos de refuerzo operante podria estar
reflejando procesos cognitivos fundamentales para obtener recompensas positivas: es
necesario codificar y aprender el contexto, asi como las conductas que llevan a la obtencion

de tal refuerzo.

Un punto importante a destacar es que la mayor o menor respuesta, en J20 y WT
respectivamente, del potencial de campo obtenido tras estimular las colaterales de Schaffer, se
debe exclusivamente a cambios en la amplitud del componente glutamatérgico de la
respuesta. Los andlisis realizados no muestran cambios en la amplitud del componente GABA
(tanto evocado por receptores GABAA como GABAg). Aun asi, no se puede descartar que

haya alteraciones en la funcion GABAérgica de hipocampo en la cepa J20, especialmente
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teniendo en cuenta que todos los datos de autoestimulacion estdn normalizados respecto de la
condicidn basal para cada uno de los animales. Cualquier alteracién basal del componente
GABA¢érgico que pudiera existir en el hipocampo de ratones J20, especialmente las debidas a
reorganizaciones morfoldgicas de las sinapsis, puede no verse afectada de manera especifica

ante una estimulacion previa en septum medial.

3.3. EFECTO DE LA LTP SOBRE LA AUTOESTIMULACION SEPTAL

Tras comprobar el efecto de la autoestimulacion septal sobre la funcidén de hipocampo,
quisimos realizar una aproximacion inversa al problema estudiando el efecto de determinados
procesos hipocampicos, como la LTP, sobre el paradigma de autoestimulacion septal. La LTP
de la sinapsis CA3-CAl afecta a la tarea de condicionamiento operante Unicamente en los
animales transgénicos J20. En concreto, nuestros datos revelan que los animales transgénicos
muestran menor eficiencia de autoestimulacidn justo después de la induccion de la LTP para
los tres dias consecutivos en que se aplica el protocolo de HFS. Esto concuerda con nuestra
argumentacion de que hace falta una disminucién en la respuesta de la sinapsis colateral de
Schaffer para que tenga lugar el refuerzo de autoestimulacion septal, ya que la gran
potenciacion de la sinapsis en J20 anula el refuerzo. Este efecto no se observa en WT,
seguramente porque la respuesta de LTP es menor que en los J20 o porque en estos animales
ya se ha consolidado la memoria necesaria para llevar a cabo la tarea reforzante (el
comportamiento de refuerzo es mas estable en los animales WT, que presentan también

mayor ejecucion).

3.4. CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados obtenidos mediante el protocolo de condicionamiento operante
expuesto en este trabajo muestran una correlacion entre la disminuciéon de la conexién
GABACérgica septohipocampica presente en los transgénicos J20 y los procesos de refuerzo
dependientes de autoestimulacién septal. Aunque la aproximaciéon in vivo de estos
experimentos representa una oportunidad extraordinaria para extraer informaciéon en
condiciones mas fisioldgicas de los procesos que ocurren naturalmente en el sistema nervioso,

hay que tener en cuenta las limitaciones metodoldgicas asociadas a estos experimentos.
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En primer lugar, la estimulacidn eléctrica aplicada esta dirigida a la zona medial del
septum, pero no se puede descartar la activacion de fibras provenientes de otras regiones que
pasen por esta zona (fibers of passage) ni la activacion antidromica’ de las fibras
hipocamposeptales, que provienen de interneuronas localizadas mayoritariamente en las zonas
CA3 y CA1 de hipocampo. Ademas, la estimulacidn eléctrica no es especifica del tipo celular,
y por tanto puede estar afectando también al componente colinérgico de la via, y al
recientemente descrito componente glutamatérgico, cuyo efecto no ha sido todavia estudiado.
Igualmente, se pueden activar los circuitos locales del MS/DBB, que afectan a la funcién de
las neuronas de proyeccidn. Por tanto, seria interesante llevar a cabo experimentos en que se
pueda manipular de manera especifica el componente GABAérgico de la conexion para
descartar los posibles efectos inespecificos de la estimulacion septal.

Actualmente, la ingenieria molecular ha permitido desarrollar herramientas para
manipular mas finamente la actividad neuronal. Un ejemplo de ello es la optogenética, que
permite utilizar luz para manipular selectivamente la funcién de neuronas, mediante la
introduccion de canales i6nicos fotosensibles en poblaciones neuronales especificas
combinado con la aplicacidn de pulsos de luz (Carter and de Lecea, 2011; Yizhar et al., 2011).
La implementacion de técnicas de optogenética en los estudios de autoestimulacion utilizados
en la presente tesis permitiria la activacién o silenciamiento selectivo del componente
GABA¢érgico septohipocampico. Para ello, se deberian introducir canalrodopsinas activadoras
(en este caso, variantes capaces de generar frecuencias de disparo altas tipicas de células
Parvalbiimina’, como el canal ChETA) en la poblacién Parvalbumina® del MS/DBB,
utilizando cepas de ratones transgénicos como GAD67-cre o Parvalbumina-cre, combinadas
con vectores de expresion de canalrodopsina dependiente del sistema cre-loxP. Para el
silenciamiento, los mismos animales transgénicos serian inyectados con vectores de expresion
de halorrodopsinas inhibidoras dependiente de Cre. Para manipular el componente colinérgico
de la conexion, por otra parte, se podrian utilizar otras cepas transgénicas como ChAT-cre.
Entonces, la aplicacion de luz de diferentes longitudes de onda mediante fibras Opticas
implantadas cronicamente permitiria la activacion o silenciamiento de cada componente de la
via, a la vez que se registra la actividad eléctrica en hipocampo y se comprueba el estado de la

sinapsis CA3-CAl in vivo.

* r . . , . . . . .« . , . .

El término antidromico se aplica al impulso nervioso que viaja desde el axon hacia el soma neuronal, es decir,
en sentido contrario al normal u ortodrémico. La activacion antidromica de una neurona se puede provocar
mediante estimulacion eléctrica de su axon.
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Durante una estancia breve realizada en la ultima etapa de esta tesis hemos

emprendido el abordaje de optogenética en colaboracion con el grupo del Dr. Luis de Lecea,

en el departamento de Psicologia y Ciencias del Comportamiento de la Universidad de

Stanford, California. Hemos puesto a punto las coordenadas y volumen de inyeccion de los

vectores de expresion de opsinas en el MS/DBB. Asimismo, hemos disefiado las fibras

opticas necesarias para la manipulacién in vivo mediante laser, y hemos caracterizado la

expresion de la recombinasa cre en las cepas transgénicas GAD67-cre y ChAT-cre; hemos

descartado el uso de los animales GAD67-cre porque no presentan la recombinasa en la

poblacion de neuronas septohipocampicas GABAérgicas (figura 20).

ChAT-cre
ChAT

GA67-cre

168

Combinado

.Combinado

Figura 20. Expresion de la
recombinasa Cre en el MS/DBB de
varias lineas transgénicas de raton.

Se analiz6 la presencia de la
recombinasa Cre en el MS/DBB de
ratones transgénicos que expresan cre
bajo el promotor colinérgico ChAT
(cepa  ChAT-cre) o el promotor
GABAérgico GAD67 (cepa GADG67-
cre). Para ello, se infecté el MS/DBB
de estos ratones con vectores que
permiten la expresion del gen reportero
eGFP solo en las células que contengan
Cre (vector AAV-EF1a-DIO-eGFP). La
deteccion combinada del reportero
(eGFP) con un marcador de neuronas
colinérgicas (ChAT) muestra una
colocalizacion absoluta del reportero (y
por tanto, expresion de cre) en la
poblacion colinérgica del MS/DBB de
ratones de la cepa ChAT-cre (panel
superior). En cambio, no hay expresion
de cre en las células GABA¢érgicas
septohipocampicas  (inmunodeteccion
de PARV) de ratones GADG67-cre
(panel inferior). Escala: 250 pum.



El abordaje de optogenética permitiria comprobar los efectos especificos del
componente GABAZérgico septohipocampico sobre la sinapsis CA3-CA1 y sobre los procesos
de refuerzo dependientes de septum medial. Mediante esta técnica se puede descartar la
participacion de otros elementos del sistema, no controlables por completo mediante los
protocolos de estimulacion eléctrica. Desde un punto de vista mas amplio, la manipulacion
optogenética puede arrojar luz sobre la funcion (o disfuncion) de la conexiéon GABAérgica
septohipocampica en muchos otros procesos, como por ejemplo la generacion y

mantenimiento de patrones ritmicos theta y gamma en hipocampo.
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CONCLUSIONES
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El cultivo organotipico septohipocdmpico desarrollado en esta tesis recrea el
desarrollo postnatal temprano de la conexion septohipocampica manteniendo la

especificidad de contacto del componente GABA¢érgico de la via.

Ni la presencia de Semaforina 3C ni las aferencias entorrinohipocampicas son
imprescindibles para que tenga lugar la correcta seleccion de diana de los axones

GABAérgicos septohipocampicos in vitro.

Tanto el numero como la complejidad de los contactos GABAérgicos
septohipocampicos sobre interneuronas IS-1 (Calretinina’) y axo-axénicas y de tipo
cesto (Parvalbimina’) de hipocampo disminuyen durante el envejecimiento no

patoldgico (ratones de 18 meses).

Los ratones de la linea transgénica J20, modelo de la patologia de Alzheimer,
muestran una disminucion en la inervacion GABAZérgicas septohipocdmpica mas
acusada, y de manera mas prematura (8 meses), a lo observado durante en

envejecimiento fisioldgico.

Paralelamente a la grave pérdida de innervacion GABA¢érgica septohipocampica, los
animales J20 muestran una disminucion en la potencia de los ritmos theta y gamma

hipocampicos.

Las alteraciones de la via GABAZérgica septohipocampica en envejecimiento y J20 se
restringen a los terminales sindpticos, ya que no se observa muerte de las neuronas de

proyeccion ni de sus células diana en el hipocampo.
La sinapsis CA3-CA1 de hipocampo en ratones J20 de 8 meses in vivo presenta

alteraciones sutiles en la plasticidad sinaptica a corto plazo y una LTP excesiva en

comparacion con animales control.
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8. En un paradigma de condicionamiento operante por autoestimulacion septal, la
disminucién del potencial de campo evocado en la sinapsis CA3-CAl se correlaciona

con el efecto reforzante de la tarea.
9. Sin embargo, los transgénicos J20 muestran alteraciones en el sistema de refuerzo

mediado por septum medial en condiciones normales y, especialmente, tras la

induccion de LTP en la sinapsis CA3-CAl.
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Este ejemplar impreso se acompafia de un CD-ROM que contiene, ademas de la version

digital de esta memoria, material suplementario en forma de contenido multimedia:

*= Material suplementario - 1: Monitorizacion de la dindmica axonal en cultivos
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autoestimulacion; forma parte de los experimentos descritos en el apartado Apéndice

de Resultados - I de la presente tesis.

* Material suplementario - 2: Condicionamiento operante de autoestimulacion en

septum medial (archivo pps con informacion del video "Selfstimulation

Behavior.avi").
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