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“Daria todo lo que sé, por la mitad de lo que ignoro”

René Descartes






INTRODUCCION

El estudio de los principios que rigen el funcionamiento del cuerpo humano se remonta
desde la antigiiedad hasta la actualidad, alcanzdndose la comprension de la composicion de los
organismos con la invencién del microscopio y con los trabajos realizados en forma
independiente por los anatomistas Matthias Jakob Schleiden (1838) y Theodor Schwann (1839),
quienes propusieron a la célula como la unidad estructural de toda materia viva. A pesar de la
aceptacion de esta teoria, se siguié considerando al cerebro como un tejido formado por una
estructura continua como una red, debido a la dificultad de observar una unidad individual en las
preparaciones del tejido nervioso. La teoria celular del sistema nervioso fue propuesta por Ramén
y Cajal, quien mediante la tincién argéntica demostré que las neuronas no formaban una red de
fibras interconectadas, como aseguraba la teoria reticular, sino que se encontraban separadas en

unidades.

Las células del sistema nervioso estan divididas principalmente en dos grupos: las células
nerviosas (neuronas) y las células gliales (glia). Las neuronas tienen la capacidad de transmitir
sefales eléctricas rapidas, en la forma de un potencial de accion, y comunicarse entre ellas o con
el tejido que inervan mediante la neurotransmision. Las células del sistema nervioso que no
poseen la capacidad de transmitir sefiales eléctricas son clasificadas como células gliales o

neuroglia.

Las neuronas crecen formando circuitos y comunicandose unas con otras mediante una
unidon intercelular especializada llamada sinapsis. La sefializacion neuronal involucra el
desarrollo de un potencial de accion, que se propaga por el axon hasta el terminal presindptico;
donde despolariza el terminal y libera los neurotransmisores, que se unen a los receptores
ubicados en la membrana postsindptica. Las células gliales no generan potenciales de accion,
pero rodean y engloban los cuerpos neuronales, axones y sinapsis a lo largo de todo el sistema

nervioso.

La neuroglia fue descrita por primera vez en 1858 por Rudolf Virchow, quien la
caracterizd como un tejido conectivo cuya funcioén era la unién de los elementos del sistema
nervioso. La naturaleza celular de la glia fue descrita en la década de 1870 por Camillo Golgi.

Los astrocitos fueron nombrados por Michael von Lenhossek en 1891, para luego ser
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subclasificados en astrocitos protoplasmaticos o astrocitos fibrosos (ver a continuacion), por
Rudolf Albert von Koélliker (1889) y William Lloyd Andriezen (1893), segin su ubicacion en la

sustancia blanca o en la sustancia gris, respectivamente (Parpura et al., 2012).

Las células gliales se clasifican en base a su morfologia, funcion y localizacion en el
sistema nervioso, por lo que hay distintas clases de glia. En los mamiferos se clasifican en
microglia y macroglia, compuesta esta ultima por astrocitos, oligodendrocitos y células de
Schwann (Allen and Barres, 2009). En contra a la macroglia y a las neuronas, que derivan del
neuroectodermo, la microglia proviene del tejido mesodérmico periférico y corresponde a
fagocitos mononucleares residentes del sistema nervioso. Adicionalmente, las células
ependimales, la glia de Bergmann en el cerebelo y las células de Miiller en la retina se clasifican

como glia

Los astrocitos o astroglia, son el tipo celular mas abundante en el sistema nervioso central
(SNC). Si bien a principios del siglo 20, Camillo Golgi y Santiago Ramoén y Cajal describieron
distintas morfologias para este tipo celular, tradicionalmente han sido estudiadas como un grupo
celular homogéneo. Este grupo celular tienen en comun la presencia de multiples procesos y
prolongaciones, algunos de los cuales forman procesos pediculares o podocitos, que estdn en
contacto con vasos sanguineos, con neuronas o con la pia madre. Ademas de la subclasificacion
original de acuerdo a su ubicacion, los astrocitos intimamente ligados al soma neuronal reciben el
nombre de astrocitos protoplasmaticos, y aquellos que se encuentran directamente relacionados
con los axones, se les denomina astrocitos fibrosos. Los ultimos estudios sefialan la existencia de
una mayor heterogeneidad de la astroglia, tanto en diversas partes del cerebro como en una
misma region del cerebro. Existen diferentes poblaciones de astrocitos que, ademas de diferir en
su morfologia, se distinguen por el origen de los precursores, el potencial de proliferacion, la
expresion génica, el potencial de membrana de reposo y la capacidad para recaptar glutamato.

(revisado en (Zhang and Barres, 2010).

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células que se encuentran en el SNC y
en el sistema nervioso periférico (SNP) respectivamente, las cuales poseen escasas
prolongaciones. En el SNP, las células de Schwann derivan de la cresta neural, dando origen a
células de Schwann mielinizantes y no mielinizantes (revisado en (Jessen and Mirsky, 2005;

Mirsky et al., 2008).



Introducciéon

Los oligodendrocitos, en el SNC, y las células de Schwann mielinizantes en el SNP,
emiten prolongaciones membranosas que se enrollan en una espiral compacta en torno a los
axones, formando la vaina de mielina. Las zonas del axén que se encuentran mielinizadas se les
denomina internodos, y las zonas no mielinizadas que se encuentran entre los internodos, se les
denomina nodos de Ranvier. La mielinizacion de los axones asegura una conduccioén del
potencial de accion rapida y saltatoria (Sherman and Brophy, 2005; Hartline and Colman, 2007;
Nave and Trapp, 2008).

Tradicionalmente, a la macroglia se le han atribuido las siguientes funciones:

1. Actuar como soporte fisico para las neuronas, dando estructura al encéfalo.

2. Producir la vaina de mielina, la cual aisla los axones, permitiendo asi un incremento en la
velocidad de la neurotransmision. La mielina es sintetizada por los oligodendrocitos y células
de Schwann.

3. Mantener el entorno sinaptico, mediante la eliminacion de detritos tras las lesiones ¢ la
eliminacion de transmisores quimicos liberados por las neuronas, para sustentar las
condiciones Optimas para una neurotransmision eficiente.

4. Favorecer la migracion y el crecimiento de los axones.

5. Formar la barrera hematoencefalica (por los astrocitos), un revestimiento impermeable de los
capilares y vénulas del encéfalo que evita que las sustancias toxicas de la sangre entren en el
cerebro.

6. Producir factores de crecimiento.

En las ultimas décadas se han obtenido evidencias experimentales que plantean que las
células gliales, junto con las funciones clasicas que le han sido atribuidas, poseen un papel mas
activo durante el desarrollo y el funcionamiento del sistema nervioso, debido a que podrian actuar
coordinadamente con las funciones neuronales. En el siguiente apartado se explicaran las
evidencias experimentales que sustentan el planteamiento de las nuevas funciones asignadas a las

células gliales.
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1 Aspectos funcionales de la interaccion neurona-glia.

En las pasadas décadas el interés por la funcion de las células gliales se ha visto
incrementado, principalmente por una posible implicacion de este tipo celular tanto en la
formacion de la sinapsis como en el procesamiento de la neurotransmision. Este interés viene
dado principalmente por la proximidad caracteristica de la neuroglia con la sinapsis (Ventura and
Harris, 1999). La idea de que la glia estaria participando en la formacién de la sinapsis, se deriva
de la observacion de que en roedores existe una correlacion temporal entre la formacion de
sinapsis y el desarrollo de los astrocitos. Por ejemplo, los axones de las células ganglionares de la
retina alcanzan el coliculo superior en torno al dia embrionario 16 (E16), pero estas células, asi
como otras neuronas del SNC, comienzan a formar sus sinapsis dentro de las tres primeras
semanas postnatales, después de que se ha completado la diferenciacion de los astrocitos y
cuando ha comenzado la generacion de los oligodendrocitos en el SNC (Pfrieger and Barres,
1996; Ullian et al., 2001). Esta coincidencia temporal se observa so6lo en las sinapsis
glutamatérgicas, ya que las sinapsis gabaérgicas establecen conexiones funcionales durante el
desarrollo embrionario antes de la generacion de los astrocitos. En el caso de la glia periférica, se
observa que su diferenciaciéon comienza tras el parto (Mirsky et al., 2008), y en el caso particular
del ganglio cervical superior, este periodo de maduracion glial coincide con el desarrollo del
arbol dendritico de las neuronas ganglionares y con el incremento de las conexiones

axodendriticas (Rubin, 1985a, b, c).

Oligodendrocyte
wraps myelin around
multiple axons

Figura 1. Interaccién neurona-glia. Diferentes tipos
de glia interaccionando con neuronas y los vasos
sanguineos circundantes. Oligodendrocitos envuelven
Microgiia los axones con mielina para aumentar la velocidad de
transmision. Astrocitos extienden procesos que estan
en contactos con vasos sanguineos y sinapsis. La
microglia reacciona frente a dafios o infeccion en el

cerebro. Adaptada de Allen y Barres, 2009 (Allen and
Barres, 2009).

Astrocyte end-feet
wrep around the
blood vessel
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La ubicacion de las células gliales en torno a los contactos sinapticos (figura 2A), también
ha llevado a plantear una participacion mas activa de las células gliales en la transmision
sinaptica. El desarrollo de indicadores fluorescentes de calcio permeables a la membrana celular,
permitio estudiar las sefiales de calcio intracelulares en células intactas. Empleando estos
compuestos, Cornell-Bell y colaboradores (Cornell-Bell et al., 1990) observaron que la activacion
de los receptores de glutamato en el astrocito, generaba un incremento en los niveles de calcio
intracelular, observacién que fue ampliada por el trabajo realizado por Dani y colaboradores
(Dani et al., 1992) quienes plantearon que los astrocitos pueden detectar la transmision sindptica
glutamatérgica, incrementando el interés sobre el papel que poseen la astroglia en la
neurotransmision. Un estudio posterior sefialdé que tras el incremento intracelular de calcio, los
astrocitos liberan glutamato al medio extracelular induciendo un incremento del calcio
intracelular de las neuronas adyacentes (Parpura et al., 1994). Adicionalmente, un estudio
realizado por Araque y colaboradores, demostrd que la liberacion de glutamato por parte del
astrocito induce una corriente de entrada lenta en las neuronas adyacentes, sefialando que las
células gliales podrian modular la actividad sindptica (Araque et al., 1998b), planteandose que la
sinapsis estaria compuesta por el terminal presinaptico, el terminal postsindptico y las células
gliales, dando origen al modelo de la sinapsis tripartita (Araque et al., 1999). Una de las
evidencias que sustenta la participacion de los astrocitos en la denominada sinapsis tripartita, es
que la astroglia puede liberar diversas moléculas neuroactivas, tales como glutamato, D-serina,
ATP, adenosina, GABA, TNF-0, prostaglandinas, proteinas y péptidos que pueden tener una
actividad potencial sobre la actividad neuronal y la plasticidad sinaptica (Perea et al., 2009). El
efecto modulador del glutamato sobre la actividad sindptica fue demostrado inicialmente en
cultivos de neuronas hipocampales, en donde se observaba un incremento en la frecuencia de la
neurotransmision espontanea y una depresion en la neurotransmision evocada (Araque et al.,
1998a; Araque et al., 1998b) . El efecto de los astrocitos sobre la plasticidad sinaptica ha sido
revisado recientemente (Zorec et al., 2012), por lo que a continuacion mencionaremos

brevemente los argumentos sefialados en esta revision, los cuales respaldan este modelo.

Evidencias experimentales sefalan que el glutamato liberado por los astrocitos
incrementan la amplitud de las corrientes asociadas a la neurotransmision evocada y la frecuencia
de la neurotransmision espontanea a través de la activacion de los receptores de glutamato
presinapticos, en las sinapsis hipocampales. La liberacion de glutamato también induciria una
potenciacion en las sinapsis inhibitorias. Junto con el glutamato, la liberacion de ATP, o su

producto metabolico adenosina, podrian modular la transmisiéon sindptica, incrementando la
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depresion sinaptica en las sinapsis hipocampales a través de la activacion de los receptores
presinapticos A;. El hecho de que el astrocito pueda regular la transmision sindptica a través de la
liberacion de mas de un factor, evidencia un alto grado de complejidad en la interaccion entre las

neuronas y las células gliales (figura 2)
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Figura 2. Modelo de sinapsis tripartita. Este modelo de sinapsis plantea que los astrocitos forman parte integral de
la sinapsis, existiendo una relacion tanto funcional como estructural entre las células gliales y las neuronas. A)
imagen de microscopia electronica mostrando una sinapsis tripartita del hipocampo. El proceso astrocitario (en azul)
envuelve el area perisinaptica. El axon de la neurona se muestra en verde, con las espinas dendriticas en amarillo y la
densidad postsinaptica en rojo y negro. Adaptado de Eroglu y Barres 2010 (Eroglu and Barres, 2010). B)
Representacion esquematica de una sinapsis tripartita, en donde el astrocito modula la transmision sindptica. La
actividad neuronal incrementa el calcio intracelular, generando la liberacion de diversas moléculas desde el astrocito,
tales como glutamato, ATP/adenosina o D-serina, las cuales actuarian sobre los receptores especificos AMPA,
NMDA, mGluR y receptores de adenosina (A; y Aja), localizados en el terminal presinaptico o postsinaptico. La
activacion de las sefales intracelulares de estos receptores se traduciria en una potenciacion o depresion de la
transmision sinaptica. Modificado de Zorec y colaboradores, 2012 (Zorec et al., 2012).

No obstante las evidencias experimentales que apoyan el planteamiento de la sinapsis
tripartita, este modelo permanece controvertido debido a las evidencias que indican que el
astrocito no participaria activamente en la transmision sindptica. El primer argumento contrario al
modelo de la sinapsis tripartita deriva de la observacion de que las células gliales no ejercen un
efecto sobre una neurona en particular, porque la liberacion de los moduladores gliales afectan a
todas la neuronas cercanas y probablemente a las neuronas que se encuentran a mayor distancia.
La ausencia de una estructura organizada en donde ocurra la liberacion y que se encuentre
yuxtapuesta a la densidad postsinaptica, equivalente a las zonas activas del terminal presinaptico,
sustenta esta observacion. Adicionalmente, evidencias experimentales apuntan a que la
concentracion de glutamato contenido en las vesiculas en los astrocitos es insuficiente para

activar los receptores neuronales (Bramham 1990). Ademas, las metodologias aplicadas para



Introduccién

demostrar el efecto de los astrocitos sobre la transmision sindptica no son del todo especificas
(Hamilton and Attwell, 2010). Por ejemplo, a) el uso de neurotoxinas para bloquear la exocitosis
vesicular también podrian bloquear otros mecanismos de liberacion dependientes de calcio; b) el
uso de farmacos para estimular a los astrocitos es un mecanismo inespecifico porque estas drogas
también actian directamente sobre las neuronas, dificultando el estudio de la accién de los
astrocitos sobre las neuronas; c) la estimulacién mecénica de las células gliales para inducir un
incremento del calcio intracelular, posee el mismo efecto sobre las neuronas adyacentes; d) las
maniobras empleadas para incrementar el calcio intracelular de la glia, podrian activar los canales
de potasio dependientes de calcio, liberando potasio al medio extracelular y activando a las
neuronas cercanas. Por ultimo, los ratones transgénicos desarrollados para controlar el calcio
intracelular en los astrocitos, no muestran ningun efecto modulador en la actividad neuronal

(Agulhon 2010).

Estudios recientes sugieren que los componentes del modelo de la sinapsis tripartita
emplean moléculas solubles para interaccionar directa o indirectamente con la red perineuronal,
la matriz extracelular del sistema nervioso central, que se distribuye por el soma neuronal y las
dendritas proximales (Dityatev and Schachner, 2003; Galtrey and Fawcett, 2007; Faissner et al.,
2010; Gundelfinger et al., 2010). La red perineuronal interaccionaria con los componentes de la
sinapsis mediante la limitacion de la difusion de neurotransmisores, iones calcio y de proteinas;
actuando como un tampon o reservorio para estas proteinas, planteando la intervencion de la red
perineuronal en la homeostasis extracelular y en la plasticidad sinaptica (Dityatev et al., 2010b;
Gundelfinger et al., 2010). Estas observaciones sugieren que la red perineuronal participaria
como un cuarto elemento de la sinapsis, en un modelo denominado synaptic quadriga (Dityatev

et al., 2006) o sinapsis tetrapartita (Dityatev et al., 2010a), representada en la figura 3.

1. Presynapse->postsynapse (neurotransmitters)
2. Presynapse->Glia (neurotransmil
3. Presynapse->ECM (proteinases)
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Figura 3. Modelo de sinapsis tetrapartita.
Representacion esquematica del la sinapsis tetrapartita, en
donde los componentes de la sinapsis interactuarian a
través de 12 vias de sefializacion posibles. Los ejemplos de
moléculas de sefializaciéon se indican entre paréntesis.
Abreviaciones ECM: matriz extracelular, CSPGs,
proteoglicanos condroitina sulfato. Adaptada de Dityatev y
o s . vk e Rusakov, 2011 (Dityatev and Rusakov, 2011)

5. Postsynapse->Glia (endocannabinoids)
6. Poslsynapse->ECM {aggrecan, link proteins, hyaluronic acid)
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11. ECM-=Postsynapse(hyaluronan, tenascin-C, reelin)

9. Glia->ECM (thrombospondins, tenascin-C, brevican)
12. ECM->Glia (CSPGs, tenascins, hyaluronan)

8. Glia->Postsynapse (D-serine, adenasing, TN Fo)

7. Glia-=Presynapse (glutamate, ATP}
10. ECM->Presynapse(thrombospondins)
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Resultados previos obtenidos en el laboratorio de Neurobiologia, demostraron que las
células gliales periféricas incrementan la frecuencia de la actividad espontanea asi como la
depresion a corto plazo, determinadas en sinapsis autdpticas de neuronas colinérgicas en cultivo,
en donde la glia periférica modifica la neurotransmision espontdnea mediante la alteracion en la
cinética de liberacion de las vesiculas sindpticas (Perez-Gonzalez et al., 2008; Pérez Gonzalez,
2011). Un estudio inicial de los mecanismos por los cuales la glia estaria ejerciendo esta accion,
determind que las células gliales en cultivo secretan factores que modifican la neurotransmision
espontanea (Pérez Gonzalez, 2011). A su vez, se observo que la glia modifica la plasticidad a
corto plazo en neuronas desarrolladas, para lo cual se requiere una proximidad entre las células
gliales y los procesos neuronales especifico, ya que el contacto inespecifico entre las neuronas y

células no neuronales (COS-7) no modifica la plasticidad sindptica.

Considerando estos antecedentes, uno de los objetivos planteados para el desarrollo de
esta tesis era la identificacion de los factores solubles secretados por las células gliales y su efecto
sobre la plasticidad sindptica, determinando que la glia periférica en cultivo secreta la proteina
matricelular SPARC, la cual modifica la plasticidad sinaptica a corto plazo y define la
maduracion de los terminales presinapticos. Para contextualizar estos resultados, en la
introduccion se describirdn: 1) las moléculas secretadas por las células gliales que participan en la
formacion de los contactos sinapticos o sobre la plasticidad sinaptica; 2) la red perineuronal y las
proteinas matricelulares, en funcion de los efectos que poseen en el sistema nervioso; 3) La
organizacion de los depdsitos de vesiculas en el terminal presindptico y; 4) el proceso de la

maduracidn sinéptica.

2 Actividad sinaptogénica de las células gliales

La correspondencia entre el desarrollo de las sinapsis y la glia nos sugiere una relacion
causal entre ellas, las cuales han sido estudiadas en diversas preparaciones in vitro. Por ejemplo,
las neuronas ganglionares de la retina cultivadas en ausencia de células gliales muestran una baja
neurotransmision espontanea, incluso tras varias semanas de cultivo o cuando se co-cultivan con
neuronas purificadas del coliculo superior; sin embargo, la actividad espontdnea se ve
incrementada cuando estas neuronas se cultivan en presencia de una mono-capa de astrocitos o en
presencia de medio condicionado por astrocitos (Pfrieger and Barres, 1997). Estudios realizados

en microcultivos de neuronas ganglionares de la retina muestran que la glia incrementa tanto el
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nimero de sinapsis como la frecuencia de la actividad espontanea y la eficacia de la
neurotransmision, mediante la secrecion de factores solubles (Négler et al., 2001). Asimismo,
motoneuronas purificadas de la espina dorsal presentan una baja actividad sindptica, a menos que
estén presentes los astrocitos ¢ las células de Schwann (Ullian et al., 2004b). Estudios realizados
en neuronas del hipocampo en cultivo muestran que tanto los astrocitos como los factores
solubles que secretan, incrementan el numero total de sinapsis (Elmariah et al., 2005; Hughes et
al., 2010; Pyka et al., 2011). Un estudio reciente ha demostrado que la aplicacion de medios
condicionados por astrocitos incrementa el nimero de terminales presinapticos y promueve la
maduracion de las sinapsis inhibitorias en cultivos organotipicos del sistema auditivo embrionario

de pollo (Korn et al., 2012).

La capacidad sinaptogénica de las células gliales no seria exclusivas para la glia central,
ya que en el SNP se ha demostrado que las células de Schwann inducen la formacion de sinapsis
glutamatérgicas funcionales entre motoneuronas espinales en cultivo (Ullian et al., 2004b); y que
los medios condicionados por las células de Schwann aumentan el numero de uniones
neuromusculares de Xenopus, en cultivo (Peng et al., 2003). Tomados en conjunto, estos
resultados muestran que tanto los astrocitos como las células de Schwann secretan factores

solubles que incrementan tanto el nimero de sinapsis como la actividad sinaptica.

El efecto de las células gliales sobre el incremento del nimero de sinapsis, se puede deber
tanto a la induccion de la formacion de nuevas sinapsis como a la estabilizacion de las sinapsis ya
formadas. El trabajo realizado por Ullian y colaboradores (Ullian et al., 2001) demuestra que los
astrocitos estabilizan el nimero de sinapsis formadas mediante la secrecion de factores, ya que la
sustraccion de los astrocitos del cultivo genera una disminucion en el numero de sinapsis,
cuantificadas por inmunofluorescencia. Sin embargo, la funcion de la astroglia no se limitaria
solamente a este mecanismo porque, tomados en conjunto, los trabajos anteriormente
mencionados sugieren que los astrocitos también participan en la formacién de nuevas sinapsis,
por lo que este tipo glial incrementaria la sinaptogénesis mediante el establecimiento y la
estabilizacion de las sinapsis, siendo necesario mas investigaciones para una mejor comprension

de estos mecanismos.
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Diversas moléculas han sido identificadas como las mediadoras del efecto de las células
gliales sobre el desarrollo de las sinapsis 0 sinaptogénesis, proceso que involucra varios pasos,
como la extension de las neuritas, el reconocimiento de los sitios de contacto, la especializacion

sinaptica, maduracion y mantenimiento de la sinapsis (Garner et al., 2006).

El TGFpB-1 (transforming growth factor beta 1) ha sido identificado como uno de los
factores mediante el cual las células de Schwann promueven la formacion de sinapsis in vitro en
la unién neuromuscular (Feng and Ko, 2008), aunque de una forma indirecta. Los autores
muestran que este factor incrementa los niveles neuronales de agrina, la cual regula la expresion y
la acumulacion de los receptores nicotinicos (Peng et al., 2003). Sin embargo, la aplicacion de
TGFB-1 no reproduce la potenciacion de la actividad espontdnea observada al aplicar medios
condicionados por células de Schwann (Cao and Ko, 2007), indicando que la acciéon de las

células de Schwann implica otros factores, ademas de TGFpB-1.

La proteina trombospondina (TSP) ha sido identificada como el componente por el cual
los astrocitos promueven la formacion de sinapsis en las neuronas ganglionares de la retina, en
donde la aplicacion de TSP-1 y TSP-2 sobre estas neuronas en cultivo produce un incremento en
el nimero de sinapsis glutamatérgicas, simulando el efecto obtenido al aplicar los medios
condicionados de astrocitos (Christopherson et al., 2005). La accion especifica de esta proteina se
corrobord al emplear anticuerpos contra TSP-2, para eliminarla del medio condicionado de
astrocitos, observandose que los medios empobrecidos en TSP-2 no inducian sinaptogénesis. Las
sinapsis inducidas por la TSP presentan un terminal presindptico funcional y con una
ultraestructura normal, en el cual se observa liberacion y reciclado de vesiculas sinapticas, sin
embargo, no se evidencia un incremento en la frecuencia de la actividad espontanea. La falta de
respuesta postsindptica, a pesar de tener un terminal presinaptico funcional, se debe a la falta de
receptores de glutamato de tipo AMPA, por lo que a estas sinapsis se les ha denominado sinapsis

silentes (Christopherson et al., 2005).

Por el contrario, en neuronas hipocampales en cultivo, tras la aplicaciéon de TSP-1 en las
mismas condiciones que en el cultivo de neuronas ganglionares de la retina, se observa un
incremento en la formacion de sinapsis entre los 5-8 dias de cultivo. Este efecto no se traduce en
un aumento en la densidad sinaptica después de 14-17 dias en cultivo (DIV o Dias In Vitro)

respecto a las neuronas no tratadas (Xu et al., 2010). Estos resultados nos indican que en las
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neuronas hipocampales, la TSP-1 aceleraria la sinaptogénesis en las neuronas inmaduras, sin una

repercusion posterior en el numero final de sinapsis en las neuronas maduras.

En el cerebro de raton, la expresion de TSP-1 y -2 es maxima durante el periodo
sinaptogénico, entre los dias postnatales 5-10, observandose una disminucion de la expresion en
el cerebro adulto, lo que concordaria con la funcién sinaptogénica descrita in vitro. Estas
observaciones se confirman en los ratones Knock Out (KO) para TSP-1 y -2, los cuales muestran
un menor nimero de sinapsis en la corteza, identificadas mediante inmunofluorescencia

(Christopherson et al., 2005).

Si consideramos que los astrocitos y los medios condicionados por €stos pueden inducir
tanto una actividad presindptica como postsindptica (Négler et al., 2001), y que la
trombospondina s6lo puede inducir un aumento de sinapsis silentes, se refuerza la observacion de
que el efecto de la neuroglia sobre el desarrollo de la sinapsis se debe a mas de un factor (figura

4).

Estudios paralelos, realizados en las neuronas ganglionares de la retina, han identificado
al colesterol derivado de la glia, como un componente que promueve diversos aspectos del
desarrollo de la sinapsis (Mauch et al., 2001), que incluyen la diferenciacion de las dendritas, asi
como la estabilidad y eficacia de la liberacion de neurotransmisores (Goritz et al., 2005). Esta
observacion se vio reforzada al demostrar que las neuronas producian una menor cantidad de
colesterol respecto a la neuroglia, y que las neuronas dependen del colesterol producido por la
glia para formar sinapsis eficientes (Pfrieger, 2003; Nieweg et al., 2009). Como podemos
apreciar, se han descrito diversos factores secretados por la glia que poseen una actividad
sinaptogénica, los cuales, no obstante, no pueden reproducir los efectos observados al emplear los
medios condicionados por las células gliales, por lo que estudios enfocados en la identificacion
de los factores secretados por los astrocitos (Lafon-Cazal et al., 2003; Cahoy et al., 2008; Dowell
et al., 2009), podrian facilitar la identificacién de nuevas vias de sefializacion sinaptogénicas

mediadas por la glia.
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Figura 4. Regulacion del desarrollo de la sinapsis por las células gliales. Distintos estudios realizados en las
células ganglionares de la retina en cultivo, muestran que existen al menos tres clases de factores secretados por los
astrocitos, que controlarian distintos aspectos del desarrollo de las sinapsis glutamatérgicas. A) El tipo uno induce
una formacion estructural normal de la sinapsis, pero con un componente postsinaptico silente. La trombospondina
es un ejemplo para este tipo de factores B) Un segundo tipo facilita la actividad presinaptica e incrementa la
probabilidad de liberacion del neurotransmisor, siendo el colesterol un ejemplo para este caso. C) Un tercer tipo que
induce la formaciéon de sinapsis funcionales o convierte las sinapsis silentes en sinapsis activas mediante la
facilitacion de la insercion de receptores glutamato en el sitio postsinaptico. Adaptado de Eroglu y Barres, 2010
(Eroglu and Barres, 2010).

Como podemos observar, el efecto de la glia ha sido estudiado mayoritariamente en las
sinapsis excitatorias, pero poco se sabe del mecanismo por el cual la glia ejerce su accién en las
sinapsis inhibitorias. Estudios iniciales demostraron que los astrocitos incrementaban la corriente
asociada a los receptores del acido gamma-butirico (GABA), efecto que fue asociado
inicialmente al contacto entre las neuronas y los astrocitos (Liu et al., 1996), para luego
determinar que la interaccion fisica entre la neurona y el astrocito no era primordial para la accion
de los astrocitos sobre las sinapsis inhibitorias (Liu et al., 1997). Posteriormente se ha demostrado
que tanto los astrocitos como los medios condicionados por los astrocitos, incrementan el nimero
de sinapsis gabaérgicas, la agrupacion de los receptores GABAA en la membrana celular, la
frecuencia de la neurotransmision inhibitoria y, finalmente, la arborizacion y extension del axén
(Elmariah et al., 2005; Hughes et al., 2010). A diferencia de los resultados obtenidos con las
neuronas excitatorias, el tratamiento de las neuronas gabaérgicas con colesterol o con TSP no
reproduce los efectos observados con el co-cultivo de los astrocitos o con la aplicacion de los
medios condicionados por este tipo celular, indicdndonos que estos efectos estarian mediados por

otros factores secretados (Elmariah et al., 2005; Hughes et al., 2010).
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Los resultados obtenidos por los trabajos expuestos, han despertado el interés de los
investigadores en la compresion de los mecanismos por el cual la glia, y los factores que estas
secretan, tienen sobre la sinaptogénesis. Este interés se ve reflejado en el hecho de que en el
ultimo afio se han publicado diversos trabajos que describen nuevas moléculas con actividad
sinaptogénica que son secretadas por los astrocitos. Kucukdereli y colaboradores (Kucukdereli et
al., 2011), describieron las proteinas matricelulares hevin y SPARC (Secreted Protein Acidic and
Rich in Cystein) como reguladoras de la sinaptogénesis de las neuronas ganglionares de la retina.
En este estudio, los autores muestran que hevin es una proteina secretada por los astrocitos, la
cual incrementa el nimero de sinapsis glutamatérgicas cuantificadas en las neuronas ganglionares
de la retina. Las sinapsis inducidas por hevin presentan una ultraestructura, un tamafo de terminal
presindptico y un numero de vesiculas presindpticas comparables con las observadas en los
controles, a pesar de lo cual no se observa un incremento en la actividad espontanea, concluyendo
que tanto hevin como las TSP forman sinapsis silentes. Adicionalmente, este estudio sugiere que
hevin es responsable de la actividad sinaptogénica remanente que se observa en las neuronas
tratadas con medios condicionados que no expresan TSP -1 y -2, ya que las neuronas tratadas con
medios condicionados de astrocitos obtenidos de ratones KO para TSP-1 y -2, y en los cuales se
han eliminado hevin del sobrenadante, presentan una actividad sinaptogénica comparable a la de

las neuronas no tratadas.

Como consecuencia de la observacion de que hevin no induce unos efectos sinaptogénicos
que compensen la falta de las TSP en el medio condicionado de astrocitos, los investigadores
estudiaron el efecto de la proteina SPARC, la cual es estructuralmente similar a hevin y que
también es secretada por los astrocitos, observando que si bien ambas proteinas promovieron el
crecimiento y la arborizacion de las neuritas, SPARC no promueve la formacion de sinapsis en
las neuronas. Al contrario, los autores proponen que SPARC antagonizaria el efecto

sinaptogénico de hevin (Kucukdereli et al., 2011).

A razén de que tanto las TSPs como hevin incrementan sélo el nimero de sinapsis
silentes, el grupo de Ben Barres ha continuado con la bisqueda de moléculas que induzcan la
formacion de sinapsis funcionales o conviertan las sinapsis silentes en sinapsis activas; es asi
como en un estudio reciente han identificado una serie de nuevas moléculas secretadas por los
astrocitos que poseen actividad sinaptogénica (Allen et al., 2012). En este trabajo, los autores
sefialan 25 moléculas candidatas, referidas en la tabla 1, dentro de los cuales identificaron los

glipicanos -4 y -6, que pertenecen a la familia de los proteoglicanos heparan sulfato. Los
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glipicano-4 y -6 incrementaron la frecuencia y la amplitud de los mEPSC de las neuronas
ganglionares de la retina y aumentaron el nimero de sinapsis en aproximadamente tres veces,
respecto a las neuronas no tratadas. Adicionalmente, estas proteinas incrementaron la expresion
de la subunidad GluAl de los receptores AMPA en la membrana neuronal. La eliminacion de los
glipicanos-4 y -6 del medio condicionado se tradujo en que no se observara un incremento en la
amplitud de los mEPSC ni de la expresion de GluA1 en la membrana neuronal. Sin embargo, la
reduccion de estas proteinas no alterd la capacidad del medio condicionado para incrementar la
actividad sinaptica ni la formacion de sinapsis, probablemente debido a la presencia de otros
factores tales como la trombospondina y hevin (Kucukdereli et al., 2011). Este estudio, ademas,
demostrd que el glipicano-4 ejerce sus efectos cuando esta presente en una concentracion entre
0,1 y 10 nM, sin que se observen efectos a mayores concentraciones. Los efectos de esta proteina
estan espaciadas temporalmente: tras 18 horas de tratamiento se observo un incremento en la
expresion de GluAl en las membranas neuronales, y tras 3 dias de tratamiento se observo un
incremento en el niimero de sinapsis. De estos resultados se desprende que el glipicano-4 induce
la formacion de nuevas sinapsis tras el incremento de GluAl, ejerciendo una accidon

complementaria a la observada para la TSP, que induce la formacién de sinapsis silentes.

In vivo, los glipicanos-4 y -6 se expresan en todo el cerebro durante el desarrollo
postnatal. El glipicano-4 es expresado mayoritariamente en el hipocampo y el glipicano-6 en el
cerebelo, decreciendo sus niveles de expresion con la maduracion del cerebro. Las funciones
observadas in vitro para el glipicano-4, se estudiaron en un raton KO para esta proteina,
especificamente en el area CA1 del hipocampo, en donde se pudo apreciar una disminucion de la
amplitud de los minis y del niimero de sinapsis a los 12 dias postnatales, diferencias que no se
observaron una vez maduradas las sinapsis. No obstante, se aprecié una disminucioén en la
expresion de GluAl en la membrana. Estos resultados estarian sefialando que el efecto de los
astrocitos sobre la maduracion sinaptica, se deberia a la liberacion de distintas moléculas a

escalas temporales diferentes, como serian las trombospondinas y los glipicanos.
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Proteina Gen PM (Da) Pl

Biglicano Bgn 41696 6,83
Proteina precursora de amieloide App 86649 4,73
Apolipoproteina E Apoe 38302 5,89
Carboxipeptidasa E (CPH) Cpe 53275 5,07
Clusterin/Apol Clu 51342 5,47
Glipicano-4 Gpc4 62522 5,73
Milk fat globule EGF factor 8 Mfge8 47382 6,74
Neurocano (CSPG3) Ncan 135460 5,29
Brevican (CSPG7) Bcan 95997 4,85
Ceruloplasmina Cp 120588 5,39
Alfa-2 macroglobulina A2m 163598 5,87
Hevin Sparcll 70590 4,59
Lectin, galactosidase binding, 3 Lgals3 63731 5,14
Perlecano Hspg2 398039 5,88
Fibromodulina Fmod 43192 5,67
Amyloid like protein 2 Aplp2 86661 4,68
Glipicano-1 Gpcl 61695 6,86
Glipicano-6 Gpco 64299 5,52
Immunoglobulin superfamily receptor 8 Igsf8 65069 8,40
Retinoic acid receptor responder 1 Rarresl 31932 6,01
Glicoproteina m6b Gpm6b 36186 5,76
Osteomodulina Omd 49751 5,12
Tweety homolog 1 Ttyhl 48913 4,96
Prostaglandin F2 receptor negative regulator Ptgfrm 98669 6,16
Protein tyrosine phosphatase, receptor-type, zeta 1 Ptprzl 255183 4,75
Fibulina 2 Fbln2 131874 4,53

Tabla 1. Moléculas identificadas en medios condicionados de astrocitos, con una accién sinaptogénica
potencial. PM: peso molecular, PI: punto isoeléctrico. Adaptado de Allen y colaboradores, 2012 (Allen et al., 2012).

Como podemos observar, la mayoria de las proteinas que afectan la sinaptogénesis tienen
en comun que interaccionan o forman parte de la matriz extracelular, ya porque sean factores de
crecimiento como el TGFpB-1, porque formen parte de la matriz extracelular, como es el caso de
los proteoglicanos glipicanos -4 y -6, o porque pertenezcan a la familia de las proteinas
matricelulares, como las proteinas trombospondinas, hevin y SPARC. Por este motivo, a
continuacion se describen las principales caracteristicas de la matriz extracelular en el sistema

nervioso.
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3 Red perineuronal y plasticidad sinaptica

En este apartado se inicia con una breve descripcion de la matriz extracelular, para luego
detallar las caracteristicas de la matriz extracelular del sistema nervioso central y como influencia

la plasticidad sinéptica.

3.1 Estructuray composicion de la MEC en el sistema nervioso

La matriz extracelular (MEC) corresponde al componente no celular presente en todos los
tejidos y organos, consistente en un entramado complejo de moléculas que se dispone en el
espacio intercelular. Esta matriz tiene 3 funciones: 1) permitir la migracion celular y la formacion
de los tejidos; 2) proveer un anclaje fisico y estructural a los componentes celulares y; 3) aportar
propiedades mecanicas a los tejidos. Adicionalmente, la MEC interactia con factores de

crecimiento (Frantz et al., 2010; Rozario and DeSimone, 2010; Schaefer and Schaefer, 2010).

La MEC estd compuesta principalmente por proteinas fibrosas, en donde las principales
proteinas son coldgeno, elastina, fibronectina y lamininas, y por proteinas interfibrilares, tales
como proteoglicanos y glicoproteinas (Alberts et al., 2008; Jarveldinen et al., 2009; Schaefer and
Schaefer, 2010). Adicionalmente, en la MEC se encuentran factores de crecimiento, citoquinas y
enzimas remodeladoras de MEC que colaboran en la sefializacion celular (Mott and Werb, 2004;

Hynes, 2009).

Brevemente, los proteoglicanos estan compuestos por cadenas de glicosaminoglicanos
unidos covalentemente a un nucleo proteico, con la excepcion del acido hialuronico (Iozzo and
Murdoch, 1996; Schaefer and Schaefer, 2010). Los proteoglicanos se pueden encontrar en el
medio extracelular, como en el caso del versicano o agrecano, incorporados en las membranas
basales, como en el caso del perlecano o agrina (Bi et al., 2005; Bix and lozzo, 2008), o
asociados a la membrana celular, como por ejemplo el sindecano (Couchman, 2003; Alexopoulou
et al., 2007; Choi et al., 2011). Los proteoglicanos se pueden expresar ampliamente en diferentes
tejidos, como es el caso de decorina o versicano, o pueden tener una expresion especifica en un
determinado tejido, como es el caso de brevicano, neurocano, neuroglicano C y fosfacano, que se
expresan mayoritariamente en el sistema nervioso central (Haddock et al., 2007; Sugahara and

Mikami, 2007; Kwok et al., 2008).
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El colageno es la proteina fibrosa mayoritaria y el elemento estructural principal de la
MEC, siendo la proteina mas abundante en los mamiferos. El colageno estd formado por tres
cadenas polipeptidicas o (Myllyharju and Kivirikko, 2004; Ricard-Blum and Ruggiero, 2005),
siendo sus funciones primordiales: 1) limitar la distensabilidad de los tejidos, otorgandoles
resistencia a las fuerzas de tension mecdnicas (Kadler et al.,, 2007) y, 2) participar en la
regulacion de la adhesion, en la quimiotaxis y en la migracion celular (Kadler et al., 2007;
Rozario and DeSimone, 2010). La elastina es otro tipo de proteina fibrosa que forma la MEC, la
que junto con las miofibrillas forman las fibras elasticas, las cuales frente a una tensién mecénica
poseen la capacidad de estirarse y de contraerse hasta la longitud inicial, otorgandole elasticidad a
los tejidos en donde se encuentran (Wise and Weiss, 2009; Frantz et al., 2010). Dentro de las
proteinas fibrosas también encontramos la fibronectina, una glicoproteina con multiples
dominios, los cuales se unen a diversas moléculas (tales como fibrina, coldgeno y heparina) e
interaccionan con receptores celulares, principalmente de la familia de las integrinas,
participando en la formacién y en la organizacion de la MEC (White et al., 2008; Singh et al.,
2010; White and Muro, 2011).

Como se menciond con anterioridad, en la MEC también se encuentra la proteina
laminina, que corresponde a una familia de glicoproteinas formadas por tres cadenas
polipeptidicas (alfa, beta y gamma), que es sintetizada y secretada por las células (Colognato and
Yurchenco, 2000). En raton y humano se han caracterizado diferentes moléculas de laminina, las
cuales contribuyen a la formaciéon de la lamina basal presentes en los tejidos epiteliales,
endoteliales y muscular, entre otros tejidos (Miner and Yurchenco, 2004; Aumailley et al., 2005;

Miner, 2008).

En el cerebro adulto se estima que el espacio extracelular corresponde aproximadamente
al 20% de su volumen (Nicholson and Sykova, 1998), no obstante, la existencia de una matriz
extracelular en el sistema nervioso central no fue aceptada hasta en las ultimas décadas del siglo
XX. Las primeras evidencias de la existencia de una MEC en el SNC se obtuvieron con el trabajo
realizado por Camillo Golgi entre 1882 y 1898, quien describié una estructura reticular que
rodeaba el soma neuronal, la cual se extendia por las dendritas en distintos tipos neuronales y que
corresponderia a un tipo de sostén de neuroqueratina (Celio et al., 1998). La investigacion de esta
red fue considerada de bajo interés, tras la publicacion de los trabajos de Ramon y Cajal en los
afios 1897 y 1898, en los cuales ¢l argumentaba que la estructura descrita por Golgi correspondia

a un artefacto de la tincion empleada, asociando asi el estudio de esta estructura a los seguidores
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de la teoria reticular del sistema nervioso (Celio et al., 1998). No fue hasta la década de 1970 que
se reconocio la existencia de una MEC en el SNC, cuando mediante el uso del rojo de rutenio, un
reactivo catiénico empleado para la visualizacion de polisacéaridos en el espacio extracelular
(Fassel and Edmiston, 1999; Waller et al., 2004), se caracterizé una tincién positiva para este
reactivo, en el espacio extracelular del cerebro de ratas (Tani and Ametani, 1971). Tras esta
caracterizacion inicial, en el SNC se identificaron moléculas que componen la MEC, tales como
acido hialurénico, condroitina sulfato, fibronectina y colageno (Margolis et al., 1975; Carbonetto,

1984; Rutka et al., 1988; Sanes, 1989).

Una vez asumida la existencia de una matriz extracelular en el SNC, la visualizacion de
esta matriz se realiz6 mediante el uso de técnicas histoquimicas, con las cuales se perseguia la
identificacion de las moléculas de la matriz, que poseen una carga negativa. Para la visualizacion
de estas moléculas, se utilizaron extractos de las plantas Vicia villosa y Wisteria floribunda, ricos
en aglutinina, un lecticano que posee afinidad por las N-acetilgalactosaminas (Nakagawa et al.,
1986; Briickner et al., 1993; Schweizer et al., 1993). Esta matriz extracelular también fue
visualizada mediante tincion con hidroxido de oro coloidal, para la deteccion de componentes
polianionicos (Seeger et al., 1994) y mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra
proteoglicanos condroitina sulfato (Watanabe et al., 1989; Bertolotto et al., 1990; Guimaraes et

al., 1990; Asher et al., 1995).

La caracterizacion de la matriz extracelular del cerebro continué con el trabajo efectuado
por Deepa y colaboradores (Deepa et al., 2006), quienes realizaron un estudio sistematico de la
composicion de la MEC por extraccion de las moléculas mediante el empleo de tampones de
distintas composicion, describiendo que los proteoglicanos que componen la MEC del cerebro y
médula espinal de ratas adultas, se encuentran como componentes solubles en la matriz
extracelular, y también como moléculas asociadas a la membrana celular. Las moléculas
asociadas a la membrana celular correspondieron a proteoglicanos del tipo condroitina sulfato,

que incluyen brevicano, neurocano, versicano V2 y agrecano.

Los resultados de estos trabajos llevaron a deducir que la matriz extracelular descrita en el
SNC se encuentra recubriendo principalmente el soma neuronal y las dendritas proximales, en
donde establecen una estructura en forma de malla confinada al espacio existente entre las
neuronas y las células gliales, y que esta estructura posee espacios abiertos en los lugares donde

se encuentran los contactos sinapticos. Por estas caracteristicas, a esta MEC del SNC se le
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denominé red perineuronal, considerandola una matriz extracelular especializada (Briickner et

al., 1993; Seeger et al., 1994; Asher et al., 1995; Deepa et al., 2006; Kwok et al., 2011).

La red perineuronal estd formada por moléculas de la MEC descritas anteriormente,
siguiendo una estructura similar a la encontrada en los cartilagos (Morawski et al., 2012). Sus
principales componentes son el 4cido hialurdnico, proteoglicanos del tipo condroitina sulfato,
indicados en la tabla 2 (Matsui et al., 1998; Deepa et al., 2006; Kwok et al., 2011; Kwok et al.,
2012), tenascina-R (K&ppe et al., 1997; Carulli et al., 2006; Carulli et al., 2007) y las proteinas de
union entre el 4cido hialurénico y los preoteoglicanos (HAPLNs por el acronimo en inglés
hyaluronan and proteoglycan link proteins, (Hirakawa et al., 2000; Bekku et al., 2003; Galtrey et
al., 2008; Carulli et al., 2010; Kwok et al., 2010)). Las moléculas de la red perineuronal forman
agregados estables en la superficie del soma y de las dendritas proximales, en donde los
proteoglicanos condroitina sulfatos interaccionan con las cadenas de é4cido hialurénico en la
superficie celular, interaccion que es estabilizada por las proteinas de uniéon HAPLNSs.
Finalmente, los proteoglicanos condroitina sulfato interaccionan con trimeros de tenascina-R,
formando la estructura de la red perineuronal, en donde el 4cido hialurénico es el eje troncal de la
red formada, como se puede apreciar en la figura 5 (Kwok et al., 2010; Kwok et al., 2011; Wang
and Fawcett, 2012).

Nombre Tipo Especificidad del SNC
Agrecano Condroitina sulfato No
Versicano VO Condroitina sulfato No
Versicano V1 Condroitina sulfato No
Versicano V2 Condroitina sulfato Si
Neurocano Condroitina sulfato Si
Brevicano Condroitina sulfato Si
Fosfacano Condroitina sulfato/ Si
Queratan sulfato

Tabla 2. Proteoglicanos de la matriz extracelular del SNC. Listado de los proteoglicanos descritos en el sistema
nervioso central, en el cual para cada molécula se indica el tipo de proteoglicano y la especificidad de éste en el
sistema nervioso central. Modificado de Zimmermann y Dours-Zimmermann, 2008 (Zimmermann and Dours-
Zimmermann, 2008).
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Figura 5. Matriz extracelular en el sistema nervioso central. A) Dibujo de la red perineuronal de Camillo Golgi,
adaptado de (Celio et al., 1998). B) Detalle ampliado de A. C) Imagen de la red perineuronal observada en el soma y
en las dendritas proximales de neuronas de cerebros de rata, visualizada mediante tincion con Wisteria floribunda
agglutinin, barra de calibracion: 50 um; adaptado de (Kwok et al., 2011). D) red perineuronal visualizada mediante
el uso anticuerpo monoclonal contra la proteina de union CRTL1/HAPLN1,barra de calibracion: 20 um; adaptado de
(Briickner et al., 2008). E) Modelo hipotético de la matriz extracelular del cerebro. Las enzimas acido hialurénico
sintetasa (HAS) presentes en la superficie neuronal, sintetizan el acido hialurénico y lo secretan en el area de la red
perineuronal. Moléculas de la familia de las lectinas de los proteoglicanos condroitina sulfato, que incluyen
agrecano, neurocano, versicano y brevicano, se unen al esqueleto de acido hialurénico formado. Esta union se
consolida por la presencia de las proteinas de union 6 HAPLN. Las lectinas poseen un dominio de unién a acido
hialurénico en la region N-terminal el centro de la molécula poseen una region que une glusocaminoglicanos (GAG)
como los del tipo condroitina sulfato (GAG-CS). La region C-terminal de las lectinas, se unen a trimeros de
tenascina-R, formando un agregado supramolecular en la superficie de las neuronas. Adaptado de Kwok y
colaboradores, 2011 (Kwok et al., 2011).

Los componentes de la red perineuronal pueden ser producidos conjuntamente por las
neuronas y las células gliales, como es el caso del brevicano y el acido hialurénico (John et al.,
2006; Giamanco and Matthews, 2012); pueden ser producidos especificamente por las células
gliales, que sintetizan versicano, tenascina-R y las proteinas de union HAPLN-1 (Carulli et al.,
2006; Carulli et al., 2007; Giamanco and Matthews, 2012); o ser producidos especificamente por

las neuronas, como es el caso del agrecano (Giamanco and Matthews, 2012).

La red perineuronal se localiza en distintas areas del SNC, observandose principalmente
en las interneuronas gabaérgias de la corteza cerebral (Nakagawa et al., 1987; Naegele et al.,
1988; Mulligan et al., 1989; Briickner et al., 1994), muchas de las cuales expresan la proteina
queladora de calcio parvalbimina (Kosaka and Heizmann, 1989; Hartig et al., 1992; Morino-
Wannier et al., 1992). También se encuentra en las neuronas piramidales de la corteza cerebral,
en neuronas de la sustancia gris intrinseca del tronco encefélico, en neuronas de la sustancia
negra, del hipocampo y de la médula espinal (Brauer et al., 1993; Takahashi-Iwanaga et al., 1998;
Morris and Henderson, 2000; Hértig et al., 2001; Matthews et al., 2002; Pizzorusso et al., 2002;
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Wegner et al., 2003; Alpar et al., 2006; Carulli et al., 2006; Deepa et al., 2006; McRae et al.,
2007; Briickner et al., 2008; Galtrey et al., 2008).

En modelos animales murinos, la composicion de la red perineuronal varia a lo largo del
desarrollo del sistema nervioso, la cual podemos dividir en dos etapas. En la primera, que
comprende el periodo de las ultimas etapas del desarrollo embrionario y los primeros dias
postnatales, se pueden detectar diversos componentes de la MEC, tales como el acido
hialurdénico, tenascina-C y los proteoglicanos versicano VO y V1. En este periodo no se observa
la estructura caracteristica de la red perineuronal (Delpech et al., 1989; Steindler et al., 1989;
Watanabe et al., 1989; Bignami et al., 1993; Oohira et al., 1994; Maeda et al., 1995; Meyer-
Puttlitz et al., 1995; Meyer-Puttlitz et al., 1996; Milev et al., 1998; Rauch, 2004; Deepa et al.,
2006; Carulli et al., 2007). La segunda etapa comienza aproximadamente en la segunda semana
de vida, durante la cual ocurren esencialmente dos procesos: 1) los componentes tempranos de la
red perineuronal son reemplazados por moléculas homodlogas, es asi como la tenascina-C es
reemplazada por la tenascina-R y los proteoglicanos versicano VO y V1 por el versicano V2
(Pesheva et al., 1989; Meyer-Puttlitz et al., 1995; Milev et al., 1998; Hirakawa et al., 2000;
Bekku et al., 2003), y 2) comienza la formacién de la red perineuronal propiamente dicha,
pudiéndose encontrar algunos de sus componentes asociados a la membrana celular (Deepa et al.,
2006; Carulli et al., 2007). Una vez formada la red perineuronal, ésta exhibe una composicion
diferenciada en distintas areas del SNC, en donde el agrecano se halla presente en casi todas las
redes perineuronales estudiadas, existiendo diferencias en la composicion de los otros

proteoglicanos (Deepa et al., 2006; Galtrey et al., 2008).

La estructura de la red perineuronal también se puede observar en los cultivos primarios
de neuronas de distintas zonas del cerebro, siendo las neuronas gabaérgicas las que presentan una
acumulaciéon temprana del material que forma la MEC (Dityatev et al., 2007). En otros tipos
neuronales, la red perineuronal se puede apreciar tras 3 semanas de cultivo (Miyata et al., 2005;
John et al., 2006; Dityatev et al., 2007; Giamanco and Matthews, 2012). Las neuronas en cultivo
también presentan una composicion de la red perineuronal diferenciada, existiendo una
subpoblacion de neuronas que presentan el proteoglicano agrecano, y otra subpoblacion que

presenta el proteoglicano brevicano (Giamanco and Matthews, 2012).
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3.2 Efectos de la red perineuronal sobre la plasticidad sinaptica

Una vez descrita la red perineuronal, nos referiremos a continuacién a las funciones
descritas para los componentes de la red perineuronal en el sistema nervioso y en particular en su
efecto sobre la plasticidad sinaptica, por lo que comenzaremos con una breve resefia de qué es la

plasticidad neuronal.

La plasticidad neuronal se refiere al mecanismo que habilita a la neurona a modificar su
respuesta frente a un estimulo y/o a modificar las conexiones con otras neuronas, para asi
procesar y transmitir correctamente la informacién en funcion de las variaciones del entorno. Los
cambios en la organizacion y en el nimero de sinapsis se pueden inducir durante el proceso de
maduracion y aprendizaje, pero también se puede observar en respuesta a lesiones, estrés o frente
a un ambiente enriquecido (environmental enrichment), en el caso de los animales de
experimentacion (Lamprecht and LeDoux, 2004; Citri and Malenka, 2008). Las formas descritas
de plasticidad, involucran la plasticidad a corto plazo, que va desde los milisegundos a varios
minutos, principalmente asociada a cambios a nivel presinaptico (Zucker and Regehr, 2002b); y
la plasticidad a largo plazo, que va desde horas a meses, la cual involucra cambios a nivel

presinaptico y postsinaptico (Citri and Malenka, 2008).

Los tipos de plasticidad a corto plazo mas caracterizados son la facilitacion, potenciacion
post-tetanica y la depresion. La facilitacion y la depresion se pueden medir mediante la aplicacion
de pares de pulsos dentro de un intervalo de tiempo corto (segundos). Si la respuesta del segundo
estimulo es de una amplitud mayor respecto a la respuesta del primer estimulo, corresponde a
facilitacion; una respuesta menor significa depresion (Katz and Miledi, 1968; Zucker and Regehr,

2002b).

La depresion por pulsos pareados se observa comunmente en las sinapsis cuando el
intervalo de tiempo entre los estimulos es de muy corta duracién, por lo general menor a 20-50
milisegundos. Los eventos presinapticos asociados al desarrollo de la depresion por pulsos
pareados son la inactivacion de los canales de calcio o de sodio dependientes del voltaje, el
vaciamiento transitorio de los depdsitos de vesiculas de liberacion rdpida que se encuentran
ancladas al terminal presindptico y el incremento en la probabilidad de liberacion (Katz and
Miledi, 1968; Zucker and Regehr, 2002b; Fioravante and Regehr, 2011). Ademas, la depresion

por pulsos parecados se puede desarrollar debido a eventos postsinapticos, tales como la
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desensibilizacion o la saturacion de los receptores postsinapticos después de una union repetida
del neurotransmisor, donde la desensibilizacion corresponde al periodo de tiempo en el cual el
receptor postsinaptico no responde frente a la union del neurotransmisor; y la saturacion del
receptor corresponde a la disminucion del nimero de receptores disponibles para la unién del

neurotransmisor tras estimulaciones repetitivas (Chen et al., 2002; Sun et al., 2002)

La facilitacion por pulsos pareados se suele observar cuando el intervalo de tiempo entre
los estimulos es mds largo (segundos). La facilitacion disminuye cuando se incrementa el
intervalo de tiempo entre estimulos. El origen de este tipo de plasticidad se basa en la existencia
de un calcio residual tras el primer estimulo, el cual contribuiria a una liberacién adicional tras la
aplicacion del segundo estimulo. Este hecho es muy comun en sinapsis del SNC con una baja
probabilidad de liberacion (tipicamente < 0,4) (Zucker and Regehr, 2002b; Citri and Malenka,
2008).

La potenciacion post-tetanica representa el incremento de la amplitud de la respuesta
debido a un incremento en la liberacion del neurotransmisor. Este tipo de plasticidad persiste por
varios minutos y se origina después de la aplicacion de un tren de estimulos a alta frecuencia (10-
200 Hz) por aproximadamente 200 ms y 5 s (Zucker and Regehr, 2002b; Citri and Malenka,
2008).

Las dos formas de plasticidad sindptica a largo término mas estudiadas son la
potenciacion a largo plazo o LTP, por su acronimo del inglés Long-Term Potentiation, y la
depresion a largo plazo o LTD, por su acrénimo del inglés Long-Term Depression, los cuales se
han asociado los procesos de memoria y aprendizaje (Citri and Malenka, 2008). Los cambios en
la plasticidad a largo plazo derivan de modificaciones estructurales que requieren sintesis local de
proteinas, activacion de proteasas, polimerizacioén de actina, crecimiento de espinas dendriticas y
sintesis e insercion de moléculas de adhesion para estabilizar los contactos sindpticos (Abraham
and Williams, 2008; Citri and Malenka, 2008). La induccion de ambos tipos de plasticidad
requieren la despolarizacion de las neuronas y la activacion de los receptores NMDA y/o de los
canales de calcio dependientes de voltaje, procesos que favorecen la entrada de calcio a las

células (Abraham and Williams, 2008; Citri and Malenka, 2008).

Como se ha descrito previamente, existe una coincidencia temporal entre la maduracion

del sistema nervioso central y la aparicién de la red perineuronal, atribuyéndosele un rol en la
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plasticidad sinaptica. Como se ha mencionado con anterioridad, las células gliales secretan
componentes de la matriz extracelular que afectan la formacion de nuevas sinapsis, como lo son
los glipicanos-4 y -6 y las proteinas matricelulares trombospondina, hevin y SPARC, que se

detallan mas adelante.

Uno de los mecanismos que explicarian la implicacion de la red perineuronal en la
plasticidad sinaptica, estaria dado por la funcidon que esta red desempefia en la difusion lateral de
los receptores postsinapticos, entre el sitio de la sinapsis y los dominios extrasinapticos. La
difusion lateral ha sido descrita como un mecanismo involucrado en el mantenimiento del
nimero de receptores sindpticos mediante el intercambio de receptores de superficie y los
receptores intracelulares, a través de exocitosis y endocitosis (Newpher and Ehlers, 2008; Petrini
et al., 2009). La difusion lateral también ha sido relacionada con un mecanismo de plasticidad a
corto plazo en neuronas hipocampales, tanto en rodajas de hipocampo como en cultivos
primarios. El estudio realizado por Heine y colaboradores (Heine et al., 2008), mostré que tras
una estimulacion a alta frecuencia las neuronas empleaban la difusion lateral para intercambiar
receptores AMPA desensibilizados, por receptores extrasinapticos sin uso. El bloqueo de la
difusion lateral increment6 la depresion observada al aplicar pulsos pareados, causado por una
acumulacion de receptores desensibilizados en la sinapsis, demostrando que la difusion lateral es
un mecanismo que se encuentra involucrado en la plasticidad a corto plazo. Una observacion
interesante a considerar es que la maduracion sinaptica de las neuronas hipocampales en cultivo
esta asociada a una disminucion en el coeficiente de difusion de los receptores AMPA (Borgdorff
and Choquet, 2002), lo que coincide con el desarrollo y la aparicion de una red perineuronal que

se asemeja a la observada en el SNC adulto (John et al., 2006).

En otro estudio realizado por el mismo grupo, los investigadores demostraron que la red
perineuronal restringe la difusion lateral de los receptores AMPA extrasinapticos (Frischknecht et
al., 2009). En este trabajo, se estudio la difusion de los receptores en neuronas inmaduras, que no
presentan red perineuronal, y en neuronas maduras con una red perineuronal formada,
observandose que la difusion de los receptores disminuye cuando la red perineuronal esta
presente. La eliminacion de la MEC mediante digestion del acido hialurdnico con enzimas
hialuronasas, incrementa el coeficiente de difusion de los receptores extrasindpticos y el
intercambio entre los receptores sindpticos y extrasinapticos, asemejandose a lo observado antes
del establecimiento de la MEC en las neuronas en cultivo. Conforme a este hecho, la eliminacion

de la MEC induce una disminucion en la depresion a corto plazo al aplicar pulsos pareados de

26



Introducciéon

glutamato (Frischknecht et al., 2009), efecto que podria deberse al mayor intercambio entre los
receptores sindpticos y extrasinapticos. Todas estas evidencias sugieren que el acido hialurdnico,
y por tanto la red perineuronal, forma una barrera en torno a la sinapsis, la cual disminuye la
difusion de moléculas sinapticas entre la sinapsis y las areas extrasindpticas, participando en la

diferenciacion de una sinapsis inmadura a una madura.

Adicionalmente, la red perineuronal estaria ejerciendo otras acciones a nivel
postsinaptico, mediante un mecanismo paralelo al anteriormente propuesto: el acido hialurénico
interaccionaria directamente con los canales de calcio dependientes de voltaje (Kochlamazashvili
et al., 2010). Kochlamazashvili y colaboradores observaron que las rodajas de hipocampo de
ratones adultos tratados con hialuronasas, presentaban una reduccion de la LTP. Esta reduccion
en la LTP no estaria mediada por la accion de interneuronas, las cuales poseen una red
perineuronal prominente, ya que el tratamiento de las rodajas con picrotoxina, un antagonista de
los receptores GABA4, no altera la reduccion de la LTP observada tras la digestion del acido
hialurénico. En este estudio, los investigadores proponen que el 4acido hialurénico interacciona
con la subunidad al de los canales de calcio dependientes de voltaje del tipo L, presentes en las
dendritas postsinapticas, por lo que la eliminacidon del 4cido hialurénico reduciria los transientes
de calcio en las dendritas, favoreciendo una disminucién en la LTP (Kochlamazashvili et al.,
2010). En la siguiente tabla se resumen los distintos ratones KO para los componentes de la red

perineuronal y los fenotipos que presentan.

Gen Viabilidad Fenotipo del SNC

Agrecano (variedad Acan/cmd) | Muerte al nacer | ND

Brevicano (Bcan) Normal LTP reducido

Fosfacano/ RPTP-§ (Ptprz I) Normal LTP incrementada

Neurocano (Ncan) Normal LTP reducido

Versicano (variedad Vcan/hdf) | Muertea E 10,5 | -

Versicano V2 Normal Red perineuronal anormal, LTP ND

Tenascina-R (Tnr) Normal LTP reducido, Red perineuronal anormal, reduccion en la
velocidad de conduccién en el SNC, anormalidades leves
de comportamiento.

Tenascina-C (Tnc) Normal LTP reducido, LTD suprimido, anormalidad estructural
del hipocampo, anormalidades leves de comportamientos.

HAPLN1/Crtl1 (Haplnl) Muerte al nacer | ND

Tabla 3 Ratones KO generados para distintas moléculas de la matriz extracelular. Ratones KO para distintas
moléculas de la MEC, indicandose el nombre de la molécula y el gen correspondiente, la viabilidad del animal y
fenotipo que muestran los animales. Agrecano (Watanabe et al., 1994), brevicano (Brakebusch et al., 2002),
fosfacano/RPTP-B (Harroch et al., 2000; Harroch et al., 2002; Niisato et al., 2005), neurocano (Zhou et al., 2001),
versicano (Mjaatvedst et al., 1998), versicano V2 (Dours-Zimmermann et al., 2009), tenascina-R (Weber et al., 1999;
Briickner et al., 2000; Haunso et al., 2000; Bukalo et al., 2001; Freitag et al., 2003; Montag-Sallaz and Montag,
2003), tenascina-C (Saga et al., 1992; Forsberg et al., 1996; Fukamauchi et al., 1996; Kiernan et al., 1999; Evers et
al., 2002; Gurevicius et al., 2009), HAPLN1/Crtll (Watanabe and Yamada, 1999). ND: no determinado. Adaptado
de Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008 (Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008).
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Como podemos apreciar, la relacion entre los componentes de la matriz extracelular del
sistema nervioso con la plasticidad sinaptica, han sido estudiados esencialmente a nivel
postsinaptico, por lo que hay un gran desconocimiento sobre el efecto que poseen los

componentes de la red perineuronal sobre el terminal presinaptico.

Como se sefald con anterioridad, en la MEC se pueden encontrar diversas moléculas que
no participan en la formacion de la matriz, tales como factores de crecimiento y citoquinas, que
potencialmente pueden afectar la plasticidad sinaptica. Uno de los componentes que ha cobrado
mas relevancia en los ultimos afios, son las proteinas matricelulares, cuyas caracteristicas se

describen a continuacion.

4 Proteinas matricelulares

El término matricelulares se ha aplicado a moléculas de la matriz extracelular que no
contribuyen directamente a la formacion de elementos estructurales de la matriz, pero que sirven
para modular las funciones celulares y la interaccion entre la célula y la matriz extracelular
(Bornstein, 1995, 2001; Bornstein and Sage, 2002; Kyriakides and Bornstein, 2003). Inicialmente
este grupo estaba compuesto por las proteinas trombospondina 1 (TSP-1), SPARC, también
conocida como osteonectina; y la proteina tenascina-C (Sage and Bornstein, 1991), grupo que ha
sido ampliado a medida que se comprendia mejor la interaccion célula-MEC, incluyéndose las
TSP-2 y -4, osteopontina (OPN), periostina, tenascina-X y los miembros de la familia de
proteinas CNN (del acrénimo en inglés cyr-61,CTGF [connective tissue growth factor],Nov)

(Bornstein and Sage, 2002; Frangogiannis, 2012).

Las propiedades que justifican que una proteina de la matriz sea clasificada como

matricelular son (Bornstein and Sage, 2002; Frangogiannis, 2012):

e Se expresa en un alto nivel durante el desarrollo y como respuesta a una lesion, poseyendo
un bajo nivel de expresion en los tejidos adultos.
e No posee funciones estructurales, sino que funciona como moduladora de las

interacciones células -MEC.
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e Se une a varios receptores de la superficie celular, de la MEC, a factores de crecimiento,
citoquinas y proteasas.

e Generalmente induce desadhesion, en contra de la adhesion que generan la mayoria de las
proteinas de la matriz.

e En la mayoria de los casos, la disrupcion de genes dirigida de la proteina en ratones,
genera un fenotipo macroscopicamente normal o un fenotipo sutil que se agrava después

de una lesion.

Una de las caracteristicas de las proteinas matricelulares es que son capaces de interferir
en la adhesion celular, sustentado solo los estados iniciales e intermedios de la adhesion celular
(Murphy-Ullrich, 2001). En las células que se adhieren a la MEC, la adhesion celular al substrato
ocurre en tres etapas (figura 6): a) adhesion celular, en donde los receptores de superficie celular,
como por ejemplo las integrinas, interaccionan con sus substratos de la MEC; b) extension
celular, en donde la célula incrementa la superficie de contacto con el substrato de la MEC,
mediante la expansion celular. Por ultimo, y dependiendo de las interacciones con la MEC, la
célula procede a organizar su citoesqueleto, dando paso a la ultima etapa, c) formacion de
contactos focales, también conocidos como placas de adhesion, y de fibras de estrés de actina

(Schoenwaelder and Burridge, 1999).

La desadhesion se refiere al proceso reverso del anteriormente descrito, en donde la célula
pasa de un estado de adhesion fuerte hacia un estado de adhesion débil (Greenwood and Murphy-
Ullrich, 1998). Este proceso puede involucrar la transicion de una adhesion fuerte en donde se
observan placas de adhesion y fibras de estrés de actina, hacia un estado intermedio de
adherencia, caracterizado por una reestructuracion de los contactos focales y las fibras de estrés,
manteniéndose la expansion y la forma celular. Este es el tipo de desadhesion mediada por las
proteinas matricelulares TSP1, tenascina-C y SPARC, que interrumpen los contactos focales y
estimulan la reorganizacion de las fibras de estrés de la actina (Sage and Bornstein, 1991;

Murphy-Ullrich, 2001).

La adhesion fuerte, mediada por una alta expresion de integrinas, se asocia a un bajo
grado de migracion (Palecek et al., 1997), mientras que la adhesion intermedia, en donde no se
forman los contactos focales ni las fibras de estrés (Zhang et al., 2008), se ha asociado a un alto

grado de migracion celular (Palecek et al., 1997; Gupton and Waterman-Storer, 2006).
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Adicionalmente, la unidn entre las integrinas y sus sustratos de la MEC; como por ejemplo a5p1
con fibronectina 6 a2fB1 con coldgeno, favorecen la proliferacion celular, mientras que la uniéon
ineficiente entre la integrina y sus ligandos resulta en una inhibicion en la proliferacion (Danen
and Yamada, 2001). Por otra parte, se ha demostrado que las células que se unen a la MEC,
sufren apoptosis cuando las integrinas no se pueden unir a sus ligandos (Stupack et al., 2001).
Todas estas evidencias han llevado a atribuir a las proteinas matricelulares, y por consiguiente al
estado de adherencia intermedia, funciones en la proliferacion, supervivencia y muerte celular

(Bornstein and Sage, 2002).

1. Adhesion celular: 2 Extension celular: 3. Contactos focalesy
Interaccionreceptor-MEC  Expansion celular fibias de estrés
Adhesion debil Adhesion intermedia Adhesiton fusite

TSP, TN-C, SPARC

Figura 6 Modelo de las etapas de la adhesion celular e induccién al estado de adhesién intermedio por las
proteinas matricelulares. Durante el proceso de adhesion, las células se adhieren al sustrato o soporte (1), se
extiende (2) y forman los contactos focales y las fibras de estrés de actina (3). En cada una de las etapas, la fuerza de
adhesion de la célula se va incrementando. La desadhesion se define como la transicion desde un estado de adhesion
fuerte hacia una adherencia intermedia (etapa 2), caracterizado por las rupturas de las fibras de estrés. Adaptado de
Murphy-Ullrich, 2001 (Murphy-Ullrich, 2001).

A razon de estas caracteristicas, las proteinas matricelulares han sido ampliamente
estudiadas en el cancer, por lo que se conocen mejor los efectos y mecanismos de accion de estas
proteinas en esta area respecto a las acciones que poseen en el sistema nervioso. Como ejemplo
de las acciones de las proteinas matricelulares con relevancia en el estudio del cancer y de la
metastasis, existen estudios que sugieren que la TSP-1 intervendria en la desintegracion de los
contactos focales (Goicoechea et al., 2000); que SPARC mediaria la desintegracion de las
adhesiones focales en células endoteliales en cultivo (Murphy-Ullrich et al., 1995) y que en
células tumorales la tenascina-C interacciona con la fibronectina, previniendo la unién de esta
ultima a su receptor de membrana, interrumpiendo la unidon célula-fibronectina, aumentando la

desadhesion celular e incrementando la proliferacion de las células tumorales (Huang et al.,
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2001). A continuaciéon se realiza una revision de los efectos que ejercen las proteinas

matricelulares en el sistema nervioso.

4.1 Funcion de las proteinas matricelulares en el sistema nervioso

La familia de proteinas matricelulares mas estudiada en el sistema nervioso son las
trombospondinas (TSPs), que constituyen una familia de glicoproteinas que unen calcio
extracelular, de los cuales se han identificado cinco miembros codificados en el genoma humano
y cuatro miembros identificados en otras especies, tales como raton o pollo (Adams, 2004). Las
TSPs se clasifican en dos subgrupos (ver figura 7): el subgrupo A, compuesto por las TSP-1y -2,
los cuales son trimeros de subunidades de aproximadamente 146 KDa; y el subgrupo B,
compuesto por las TSP-3, -4 y -5, correspondientes a pentdmeros de subunidades de
aproximadamente 105 KDa (Bornstein et al., 2004). Las TSP promueven la adhesion celular,
regulan la dindmica de citoesqueleto y la migracion celular (Bornstein et al., 2004), asi como la

sinaptogénesis (Christopherson et al., 2005).

En preparaciones no neuronales, se ha determinado que TSP-1 interacciona con diversas
moléculas, como por ejemplo con fibronectina, laminina, fibrinégeno (Lahav et al., 1982;
Mumby et al., 1984), y con coldgeno del tipo I, III, IV y V (Galvin et al., 1987). La TSP-1
también se une a integrinas de tipo B1 (Krutzsch et al., 1999; Rodriguez-Manzaneque et al., 2001;
Calzada et al., 2003; Calzada et al., 2004a; Short et al., 2005; Staniszewska et al., 2007; Carlson
et al., 2008), lo que promueve la supervivencia y proliferacion de las células endoteliales

(Calzada et al., 2004b).

Figura 7 Estructura modular de los miembros de la
familia de trombospondinas. Las trombospondinas
del subgrupo A estan compuestas por los siguientes
dominios, desde el extremo amino terminal (negro) al
carboxilo terminal (azul): dominio de oligomerizacion
N PC Tipe1 Tipo2 Tipe 3 g (violeta); dominio homologo al procolageno (PC, rojo)
TSRs EGF-ike Unidn Ca* el cual posee el factor de von Willebrand de tipo C

(VWF-C); moddulo “tipo 1”7 compuesto por tres

repeticiones del motivo de tipo properdina o TSRs

v B: TSP-3, TSP-4, TSP-5 (naranja); modulo “tipo 2” con tres o cuatro dominios
oeeo- EGF-like o de homologia al factor de crecimiento

' A epidérmico  (amarillo); moédulo “tipo  3” que

N Tipo 2 Tipe3 C corresponde a repeticiones de sitios de unidn a calcio

EGF-ike  Union Ca® (verde); dominio globular C-terminal del tipo lectina

(azul). Las trombospondinas del subgrupo B no poseen
el dominio PC ni el dominio tipo 1. Adaptada de
Carlson y colaboradores, 2008 (Carlson et al., 2008).
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Ademas de la unién con fibronectina, las TSPs interaccionan con los proteoglicanos,
como por ejemplo heparina (Lawler et al., 1978; Lawler et al., 1992; Krutzsch et al., 1999;
Calzada et al., 2003; Tan et al., 2006; Tan et al., 2008), condroitina sulfato, sindecano-1, -3 y -4,
con perlecano, glipicano-2 (cerebroglicano) y versicano (Herndon et al., 1999; Ferrari do

Outeiro-Bernstein et al., 2002; Elzie and Murphy-Ullrich, 2004; Kuznetsova et al., 2006).

Como se ha explicado previamente, en el SNC las trombospondinas del subgrupo A
poseen un efecto sinaptogénico. Al ampliar el estudio del efecto de las trombospondinas sobre la
sinaptogénesis a las trombospondinas del subgrupo B, Eroglu y colaboradores demostraron que
las TSP-3, -4 y -5 tienen un efecto sinaptogénico sobre las neuronas ganglionares de la retina en
cultivo comparable al inducido por TSP-1 o por los astrocitos (Eroglu et al., 2009), lo que apunta
a que el domino de TSP responsable de la actividad sinaptogénica se encuentra en la region
carboxilo terminal conservada. Debido a que TSP interacciona con diversos receptores, los
autores de este trabajo, y mediante el empleo de constructos de TSP-1 y -2 y el uso de
anticuerpos monoclonales, determinaron que los fragmentos de TSP que contenian la repeticion
EGF-like simulaban la habilidad de las TSP para inducir la sinapsis. Ademas caracterizaron que
el empleo de una fraccion de la molécula que comprendia la tercera repeticion EGF-like y el
extremo C-terminal de TSP-2 también incrementaba el niimero de sinapsis, pero que la tercera
repeticion EGF-like por si sola no incrementaba el nimero de sinapsis. Estudios previos
demostraron que la porcion EGF-like de TSP-4 interacciona con la integrina of3,, concretamente
con el dominio oyl (Pluskota et al., 2005), el cual es homdlogo a un dominio de 200 aminoacidos
presentes en el factor vWF-A (Larson et al., 1989). Estos resultados llevaron a Eroglu y
colaboradores a buscar moléculas presentes en la superficie neuronal que tuviesen este dominio;
con la finalidad de encontrar un ligando potencial que interaccionara con las TSP, descubriendo
una interacciéon entre las TSP-1, -2 y -4 con la subunidad o2delta-1 del canal de calcio
dependientes de voltaje, concretamente la region extracelular de la subunidad a2, que es la que

contiene el dominio vVWF-A.

La funcion de la subunidad 026-1 en la sinaptogénesis fue demostrada mediante la
sobreexpresion de la subunidad tanto in vitro como in vivo, obteniéndose en ambos casos un
incremento en el nimero de sinapsis. Sin embargo, la sobreexpresion de esta unidad por si sola
no indujo la formacién de sinapsis, siendo necesario el tratamiento concomitante con el dominio
EGF-like para obtener el efecto. Este resultado sugiere que la interaccion entre la subunidad a20-

1 del canal de calcio y el dominio EGF-like son necesarios para observar este efecto.
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Adicionalmente, este estudio demostré6 que el efecto sinaptogénico de la subunidad a2 no
involucra cambios globales en los niveles de expresion del canal, ni en la funcidon del canal de

calcio.

Debido a que la subunidad a23-1 es un receptor de alta afinidad para gabapentina y
pregabilina, medicamentos antiepilépticos que, in Vvivo, han demostrado ejercen su accion
mediante la unidén con esta subunidad auxiliar (Gee et al., 1996; Field et al., 2006). Eroglu y
colaboradores trataron los cultivos neuronales con gabapentina, resultando en el bloqueo de la
union entre TSP-2 y la subunidad 028-1, y en la pérdida del efecto sinaptogénico descritos para
las TSP y los astrocitos in vitro. Adicionalmente, el tratamiento farmacolégico de ratones con
gabapentina en la primera semana de vida, momento que coincide con la formacion de sinapsis y
la maxima expresion de TSP-1y -2 en el cerebro, demostrd que este medicamento también
bloquea la formacion de sinapsis in vivo. El mecanismo por el cual la interaccion entre la

subunidad 0296-1 y las TSPs inducen la formacion de sinapsis esta atin por ser determinado.

La capacidad de las TSPs para ejercer funciones sinaptogénicas quedo reflejado en otro
estudio realizado en neuronas hipocampales en cultivo, el cual mostréo que el tratamiento con
TSP-1 durante el cultivo incrementaba el nimero de sinapsis en las neuronas con 5-8 DIV, pero
que en las neuronas con 14-17 DIV no presentaban diferencias en el nimero de sinapsis respecto
al grupo neuronal no tratado. Este resultado sugiere que la TSP-1, en este tipo neuronal, acelera la
sinaptogénesis sin afectar el numero final de sinapsis presentes en las neuronas maduras (Xu et
al., 2010). En este trabajo, los investigadores determinaron que la TSP-1 interactuaba con las
neuroliginas 1-3, que son proteinas de adhesion celular postsinapticas (Lisé y El-Husseini 2006),
proponiendo que el efecto sinaptogénico estaria mediado por la interaccion de TSP-1 con
neurexina-1 (Xu et al., 2010). Este resultado difiere a lo descrito por Eroglu y colaboradores,
discrepancia que, de acuerdo a los autores, puede deberse al empleo de tipos neuronales
distintos, en donde cada poblacion neuronal estaria utilizando un mecanismo de respuesta a TSP-

1 diferente.

Otra proteina que pertenece a las proteinas matricelulares es la tenascina-C (TN-C), que
pertenece a la familia de las glicoproteinas tenascinas (TN), la cual ademés estd compuesta por
las tenascinas -X, -R y —W (Tucker 2006), siendo la tenascina-C el primer miembro de la
familia. La TN-C tiene una expresion ubicua en el organismo, mientras que TN-X se expresa

primordialmente en tejidos conectivos laxos, tales como dermis y vasos sanguineos, TN-W se
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expresa principalmente en los huesos y TN-R primordialmente en el sistema nervioso, tanto
central como periférico (Bristow et al., 1993; Scherberich et al., 2004; Kimura et al., 2007,
Tucker and Chiquet-Ehrismann, 2009).

Si bien en el sistema nervioso se expresan tanto TN-C como TN-R, se ha descrito que TN-
R forma parte de la estructura de la red perineuronal (Weber et al., 1999; Carulli et al., 2006;
Wang and Fawcett, 2012), por lo que TN-R no se puede clasificar a como proteina matricelular,
por que no cumple con el criterio de que las proteinas matricelulares no deben poseer funciones
estructurales (Bornstein and Sage, 2002). Por estos motivos nos centraremos en la funcion de

TN-C en el sistema nervioso.

La tenascina-C es una glicoproteina oligomérica compuesta por polipéptidos individuales
con un peso molecular entre 180-300 KDa aproximadamente, los cuales se unen mediante
puentes disulfuro por el extremo amino terminal, formando una estructura hexamérica. Los
dominios que conforman la estructura de TN-C se representan en la figura 8, de los cuales el
dominio homologo al fibrindgeno interacciona con otras moléculas de la MEC y con proteinas de
la superficie celular, incluyendo coldgeno fibrilar, integrinas, heparina y fosfacano (Jones and

Jones, 2000).

Drontinle Dominke Dominle Demlirko
TA EGFika Fh-lII Fikrinogeno

Figura 8. Representacion esquematica de la estructura de un monémero de Tenascina-C. El extremo amino
terminal posee un dominio de ensamblaje de tenascina, también llamado TA, por el acrénimo en inglés TN assembly
(naranja); el segundo dominio corresponde a un dominio con repeticiones EGF-like (azul); el tercer dominio
corresponde a repeticiones de fibronectina del tipo III o FN-III (verde); la region distal contiene un dominio
homologo a fibrindgeno globular (amarillo).

La expresion de TN-C esta altamente regulada durante el desarrollo y en el animal adulto.
Durante el desarrollo, TN-C se expresa abundantemente tanto en el SNC como en los tejidos
periféricos, mientras que en los adultos se encuentra casi ausente, detectindose en tendones y
ligamentos (Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2004), asi como en la corteza cerebral, en el

hipocampo, en el cerebelo y en dareas con actividad neurogénica, tales como la zona
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subventricular del hipocampo (Bartsch et al., 1992; Gates et al., 1995; Ferhat et al., 1996;
Jankovski and Sotelo, 1996; Irintchev et al., 2005).

Las TN son secretadas principalmente por astrocitos inmaduros y por astrocitos reactivos,
asi como por la glia radial en la corteza cerebral y por la glia de Bergmann en el cerebelo
(Grumet et al., 1985; Crossin et al., 1986; Brodkey et al., 1995; Kawano et al., 1995; Yuasa,
1996; Yuasa et al., 1996). Sin embargo, las TN también son secretadas por un niimero restringido
de neuronas inmaduras, que incluyen a las células granulares del hipocampo, motoneuronas de la
médula espinal asi como por neuronas de la retina en desarrollo (Kawano et al., 1995; Bartsch,

1996).

Un trabajo inicial reportd que los ratones KO para TN-C (TN-C -/-) no presentaban
diferencias respecto a los ratones nativos control (Saga et al., 1992). Trabajos posteriores
sefalaron que los ratones TN-C -/- muestran una coordinacion motora y un comportamiento
exploratorio anormal (Fukamauchi et al., 1996; Kiernan et al., 1999), asi como una composicién
celular anormal en la corteza cerebral de los ratones TN-C -/- adultos, observandose una alta
densidad neuronal anormal, astrogliosis, una disminucion en la densidad de interneuronas
positivas para parvalbimina, una baja proporcioén entre oligodendrocitos y neuronas, asi como
una relacion menor entre neuronas inhibitorias y excitatorias, respecto al grupo control (Irintchev
et al., 2005). Recientemente se ha descrito que los ratones TN-C -/- presentan una reduccion en el
volumen de la region CA1l del hipocampo, asi como una disminucion en el numero de

interneuronas positivas para somatostatina (Gurevicius et al., 2009).

La relacion entre la expresion de TN-C y la plasticidad sinaptica fue propuesta cuando se
encontrd que los niveles de TN-C se incrementan en el hipocampo, al aumentar la actividad
sinaptica (Nakic et al., 1996; Nakic et al., 1998). La estimulacion de la via colateral de Schaffer
en el hipocampo de ratones TN-C -/-, reduce la LTP en CAl, mientras que la LTP en CAl se
inhibi6é completamente (Evers et al., 2002). El nifedipino, un bloqueador de los canales de calcio
voltaje dependientes de tipo L, no afecta la LTP en los ratones deficientes de TN-C, pero reduce
la LTP en los ratones silvestres a niveles observados en los ratones mutantes, indicando la
existencia de una relacion entre los canales de calcio voltaje dependientes del tipo L y TN-C en la

regulacion de la plasticidad sinaptica.
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4.2 Lafamilia SPARC de proteinas matricelulares

Las otras moléculas que se clasifican como proteinas matricelulares pertenecen a la
familia de proteinas correspondientes a SPARC, formada por (figura 9): a) SPARC, también
conocida como osteonectina 6 BM-40; b) hevin, también conocida como SPARC-like 1 (SPL-1),
SC1, MAST 9, RAGS-1, QR1 6 ECM2; ¢) SMOC 1 y 2, por su acronimo en inglés de Secreted
Modular Calcium Binding Proteins 6 SRG; d) testicano-1, -2 y -3; también conocidos como
SPOCK:s (por su acronimo en inglés SPARC/osteonectin, CWCW and Kazal-like domains) y por
e) la proteina Follistatin Like protein-1 o Fstl-1. Cada miembro de esta familia posee un dominio
EC (E-F hand Calcium binding) que une calcio extracelular que se encuentra conservado y que es
caracteristico para cada proteina. Basados en la homologia de la secuencia de los dominios EC,
los miembros de esta familia se pueden clasificar en cuatro grupos: a) SPARC y hevin; b) SMOC

1y 2; ¢) Testicano-1, -2 y -3; y d) FSTL-1 (Bradshaw, 2012).
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Figura 9. Proteinas de la familia de SPARC. Representacion esquematica de las estructuras de los dominios
modulares de las distintas proteinas de la familia de SPARC. El nimero total de aminoacidos para cada region o
grupo de proteinas se muestra debajo del respectivo nombre de la proteina. El porcentaje de identidad de los
aminoacidos para cada modulo homologo, se muestra superimpuesto en la representacion del respectivo dominio.
Testicano-1 y SMOC-1 fueron usados como representantes para el respectivo subgrupo, el porcentaje de identidad
para testicano-2 y -3 fue similar al presentado por testicano-1. Lo mismo ocurre con SMOC-2, en donde el grado de
identidad es similar a SMOC-1. Los dominios que son unicos para un miembro de la familia o para una subfamilia,
se muestra en verde, marrén, amarillo, azul claro y azul oscuro. TY: thyroglobulin domain (ptrpura), FS: follistatin
domain (azul), EC: extracellular domain (rojo). Adaptada de Bradshaw, 2012 (Bradshaw, 2012).
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La proteina SPARC fue identificada por tres grupos independientes como una proteina de
los huesos bovinos y humanos, asi como una proteina secretada por células en cultivo (Lane and
Sage, 1994), que es codificada por un unico gen que posee un alto grado de conservacion
evolutivo. El gen humano es un 92% y un 32% idéntico a los homologos de raton y nematodos
respectivamente (Brekken and Sage, 2001). En los vertebrados, el gen de SPARC codifica para
una proteina de 198-304 aminoacidos, en donde los primeros 17 aminoacidos constituyen una

secuencia de sefializacion, que es eliminada antes de ser secretada.

4.2.1 Papel funcional de SPARC en el sistema nervioso

SPARC ha sido estudiada esencialmente en células de tejidos no neuronales,
demostrandose que en estos tipos celulares, esta proteina matricelular interacciona directamente
con la MEC y sus receptores. SPARC se une al colageno IV de la membrana basal, a los
colagenos fibrilares I, IIl y V (Sage et al., 1989; Sasaki et al., 1998; Sasaki et al., 1999), y
presumiblemente a las subunidades de integrinas, reduciendo la adhesion de las células a los
substratos de la MEC (Said et al., 2007; Nie et al., 2008; Weaver et al., 2008), induciendo un
estado intermedio de adhesion debido a la interrupcidon de los contactos focales de las células
(Sage et al., 1989; Bradshaw et al., 1999). Ademas, SPARC interacciona con diversos factores de
crecimiento involucrados en la angiogénesis y en el remodelamiento de tejidos, tales como FGF,
por el acronimo del inglés Fibroblast growth factor, el factor de crecimiento VEGF por su
acronimo del inglés vascular endotelial growth factor, PDGF por su acronimo del inglés platelet-
derived growth factor y el TGFB (Hasselaar and Sage, 1992; Raines et al., 1992; Kato et al.,
1998; Kupprion et al., 1998; Motamed et al., 2003; Francki et al., 2004). SPARC contiene tres

dominios diferentes (figura 10):

Dominio I: es un dominio altamente 4cido que compromete los aminoacidos 3-51, el cual

une entre 5 y 8 moléculas de calcio con una constante de afinidad de 107 - 10 M.

Dominio II (aminoacidos 52-132): este dominio contiene 10 cisteinas. La secuencia
codifica para una estructura que es homologa para un dominio con repeticiones de folistatina, una
proteina que une activina e inhibina, que son miembros de la superfamilia TGF-f, asi como
agrina. Este dominio contiene péptidos bioactivos que ejercen diferentes efectos en las células

endoteliales. El péptido 2.1 (aa 55-74), inhibe la proliferacion de las células endoteliales (Funk
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and Sage, 1993), y el péptido 2.3 (aa 113-130) que contiene una secuencia GHK que une cobre,
estimula la angiogénesis y la proliferacion de las células endoteliales (Funk and Sage, 1993; Lane
and Sage, 1994). Adicionalmente, se ha descrito que la region N-terminal de este modulo une
heparina o proteoglicanos, lo que seria de importancia para el reclutamiento de SPARC en los

receptores de la superficie celular (Hohenester et al., 1997).

Dominio III (aa 133-285), constituye el dominio que une calcio extracelular (modulo EC),
el cual interactia con el modulo II a través de diversos residuos, lo que ayudaria a estabilizar las
uniones de los iones calcio (Hohenester et al., 1997). El mdédulo EC contiene una secuencia
designada como péptido 4.2 (aa 254-276) que se une a las células endoteliales, inhibiendo su
proliferacion (Kupprion et al., 1998; Motamed and Sage, 1998). A su vez, el modulo EC se une a
los colagenos tipo I — V en una forma dependiente de calcio (Sasaki et al., 1997; Sasaki et al.,
1998). Esta afinidad por el coladgeno aumenta cuando se rompe el enlace entre los aminoacidos
L197 y L198, ruptura que puede ser realizada mediante metaloproteinasas (Sasaki et al., 1997).
Se ha demostrado que para la union con el colageno se requieren cinco residuos especificos:
R149, N156, 1242, M245 y E246 (Sasaki et al., 1998) y que el sitio de unidon comparte una
estructura similar con el receptor de colageno DDR2 (Hohenester et al., 2008).Los receptores
DDR, por su acrénimo del inglés discoidin domain receptor, se han clasificado en dos, en el
receptor DDR1 que es activado por distintos tipos de colageno, que incluyen los colagenos tipo I,
Vly VIII; y en el receptor DDR2, que es activado s6lo por colageno fibrilar, particularmente por
los tipos 1 y IT (Vogel et al., 2006; Leitinger, 2011). Los receptores DDR son receptores que unen
colageno y que participan en la sefalizacion de la adhesion celular, proliferacion y
remodelamiento de la matriz extracelular (Vogel et al., 2006; Leitinger and Hohenester, 2007).
Dada la homologia entre el dominio III de SPARC con el receptor DDR2, estas moléculas se
unen en el mismo sitio del colageno fibrilar (Giudici et al., 2008), lo que podria traducirse en una
competencia entre SPARC y DDR2 por la union al colageno, sugiriendo que la expresion de

SPARC podria regular la actividad del DDR2.
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Figura 10. Estructura de SPARC humana. El diagrama, derivado de los datos cristalograficos, nos muestra tres
modulos estructurales. E1 modulo II se muestra en rojo, excepto para los péptidos 2.1 (aa 55-74) y para el péptido
2.3 (aa 113-130), que se muestran en verde y negro, respectivamente. El modulo 111 se muestra en azul, excepto para
el péptido 4.2 (aa 254-276), el que se muestra en amarillo. Adaptado de Bradshaw y Sage, 2001 (Bradshaw and Sage,
2001).
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Debido a las propiedades antiadhesivas de SPARC, esta proteina ha cobrado especial
interés en el estudio del cancer, por su posible implicacion en los procesos metastasicos (Tai and
Tang, 2008). El mecanismo de accion por el cual SPARC realiza su efecto antiadherente, pasa
por un cambio en el citoesqueleto celular, en donde la traduccion de la sefal extracelular de
SPARC hacia las vias de sefalizacion intracelulares varia seglin el tipo celular. Golembieski y
colaboradores (Golembieski et al., 2008), describieron que en una linea celular de glioma,
SPARC induce un cambio morfolégico, pasando de una morfologia celular extendida a una
morfologia celular més contraida y elongada, ademas de una disminucién en la proliferacion y un
aumento en la migracion celular. En estas células los efectos estan mediados por un aumento en
la actividad de la quinasa ILK (por el acrénimo del inglés Integrin-Linked Kinase), que es una
quinasa que se une al dominio intracelular B1 de las integrinas, que a su vez interactua
directamente con actina y con proteinas que unen actina (Nikolopoulos and Turner, 2001; Wu
and Dedhar, 2001; Yamaji et al., 2001; Zhang et al., 2004; Hannigan et al., 2005), por lo que la
activacion de esta quinasa podria ser la responsable de los cambios inducidos por SPARC, en este

tipo celular.

En un trabajo diferente, realizado por Bhoopathi y colaboradores en una linea celular de
meduloblastoma (Bhoopathi et al., 2011), se describe que SPARC media el cambio en el
citoesqueleto a través de un incremento de la quinasa Src, lo que se traduce en una pérdida de las

fibras de estrés de actina y de los contactos focales, observandose una disminucion de la
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migracion de este tipo celular. Estos resultados sugieren que el efecto final de SPARC en el
crecimiento y migracion celular en este tipo celular, dependen del tipo celular y/o de la
composicion de la MEC en la cual se encuentra. Como complemento, cabe mencionar que en
melanomas y gliomas, la expresion de SPARC se asocia con un fenotipo agresivo del tumor,
mientras que en otros tipos de cancer, principalmente en cancer de ovarios, neuroblastomas y
cancer colorectal, la expresion de SPARC se asocia con una actividad supresora del tumor (Tai

and Tang, 2008).

El efecto antiadhesivo de SPARC se ha demostrado in vivo en Xenopus laevis, en donde la
inyeccion de la secuencia de SPARC correspondiente al mddulo III, inhibe la migracion de las
células del mesodermo (Huynh et al., 1999). De hecho, varios fenotipos descritos para gusanos,
ranas y ratones asociados a una sobreexpresion o ablacion de SPARC, podrian reflejar una
afectacion en los patrones de migracion de células durante el desarrollo (Bradshaw and Sage,
2001). La funcién in vivo de SPARC en el ensamblaje de la MEC se evidencia con los ratones
KO para SPARC, los cuales presentan fenotipos que se relacionan con un depdsito y organizacion
de la MEC anormales. Estos animales presentan un menor nivel de colageno tipo I en la piel, en
el tejido adiposo, corazon y huesos (Bradshaw et al., 2003a; Bradshaw et al., 2003b; Delany et
al., 2003), exhiben una piel laxa, una cola curva, una formacion temprana de cataratas y
osteopenia progresiva (Bradshaw and Sage, 2001). La cataratogénesis temprana se debe en la
deposicion desorganizada de colageno IV y laminina en la membrana basal del epitelio del

cristalino (Gilmour et al., 1998; Norose et al., 1998; Yan et al., 2002; Yan et al., 2003)

En el sistema nervioso, SPARC es secretada por las células gliales: astrocitos, microglia,
la glia radial, la glia de Bergmann en el cerebelo y las células de Miiller en la retina, la que
durante el desarrollo se distribuye por todo el sistema nervioso, particularmente en las areas
sinaptogénicas y en torno a las sinapsis en el hipocampo (Mendis and Brown, 1994; Mendis et
al., 1995; Vincent et al., 2008). En el sistema nervioso adulto, SPARC presenta mayores niveles
de expresion en el coliculo, tdlamo, hipotalamo, hipocampo y cerebelo, asi como en las células de
Miiller en la retina, en el bulbo olfatorio y en los nichos neurogénicos como la zona
subventricular del hipocampo (Mendis et al., 1995; Vincent et al., 2008), expresion que se
incrementa tras un dafio en el tejido nervioso (Mendis et al., 1998; Liu et al., 2005). En neuronas
del SNP como del SNC, se ha descrito que SPARC promueve el desarrollo y el crecimiento de
neuritas (Bampton et al., 2005; Au et al., 2007; Ma et al., 2009; Ma et al., 2010).
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Para comprender mejor la funcion de SPARC en el hipocampo, Jones y colaboradores
(Jones et al., 2011) realizaron un analisis de la expresion de SPARC mediante la técnica de
Western blot, observando que en el hipocampo SPARC tiene su maxima expresion en torno al dia
P14, tras lo cual disminuye, coincidiendo con el periodo de mayor formacion y reorganizacion de
sinapsis en esta estructura (De Simoni et al., 2003). Al analizar la morfologia del hipocampo, los
ratones KO para SPARC no presentaron diferencias respecto a los ratones nativos control, pero al
analizar la actividad neuronal, observaron que las neuronas de la zona CAl presentaban un
aumento en la funcion de los receptores AMPA y un incremento en la actividad espontidnea
mediada por éstos. Al estudiar la plasticidad sindptica a largo plazo en ratones ente P25-P30,
observaron una disminucion de la LTP inducida por la estimulaciéon de la via colateral de

Schaffer, sin observarse cambios en la LTD.

Para estudiar el mecanismo celular por el cual se observan estos cambios, los
investigadores cultivaron neuronas de hipocampo en presencia de astrocitos obtenidos de ratones
KO para SPARC u obtenidos de ratones del grupo control, constatando que la falta de SPARC en
el medio de cultivo no modificaba el nimero de sinapsis, pero incrementaba los niveles de los
receptores AMPA y de la subunidad B3 de las integrinas en la superficie neuronal, sin alterar los
niveles totales de los receptores AMPA ni de los niveles de los receptores NMDA. Los niveles de
los receptores AMPA y de la subunidad B3 de integrinas en la superficie neuronal, volvieron a ser
comparables a los observados en el grupo control tras el tratamiento durante 48 horas con

SPARC recombinante.

Resultados previos describen una interaccion entre SPARC y las subunidades de las
integrinas, y que SPARC disminuye la adhesion celular a los sustratos de la MEC (Said et al.,
2007; Nie et al., 2008; Weaver et al., 2008), los que indujeron a Jones y colaboradores a estudiar
una posible interaccion entre SPARC y la subunidad B3, sobre-expresando esta subunidad en la
linea celular HEK 293T. Se observoé que la adicién de SPARC redujo la capacidad de la
subunidad 3 para unirse a la vitronectina, sugiriendo que SPARC interacciona con los complejos
de integrinas 3 y regula su funcion. Un trabajo previo demostré que SPARC interacciona con la
sububidad B1 de las integrinas, a través de la secuencia descrita para el péptido 2.3 (Weaver et al.,
2008). Basandose en este estudio, Jones y colaboradores trataron las neuronas en cultivo que han
crecido con los astrocitos KO para SPARC con el péptido 2.3, observando una menor
acumulacién de la subunidad B3 y de los receptores AMPA en la superficie neuronal,

concluyendo que SPARC interacciona con la subunidad de integrina a través de la secuencia
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descrita para el péptido 2.3. Con estos resultados, los autores propusieron que SPARC controla
los niveles de los receptores AMPA en la superficie neuronal a través de las B integrinas,
evitando asi una sobreacumulacién de estos receptores en las sinapsis durante su desarrollo, lo

que permitiria a las neuronas mantener su plasticidad sinaptica.

4.2.2 Funcién de los otros miembros de la familia SPARC en el sistema nervioso

Los otros miembros de la familia de SPARC son las proteinas hevin, SMOC, testicanos y
FSTL-1, miembros que podrian competir con SPARC, debido a la similitud estructural que

presentan.

Hevin es la molécula mas cercana a SPARC dentro de todos los miembros de esta familia.
En los vertebrados hevin contiene aproximadamente 650 aminoacidos que codifican para una
proteina de aproximadamente 71 KDa, mas grande que los 43 KDa de SPARC. Hevin comparte
los tres dominios de SPARC, con un N-terminal mas expandido (Sullivan and Sage, 2004). De
hecho, la ruptura de hevin por determinadas proteasas, remueve el dominio N-terminal,
generando fragmentos similares a SPARC o SLF, del acronimo del inglés SPARC-like fragment
(Weaver et al., 2011). Hevin es el tinico miembro de esta familia que presenta union a colageno

fibrilar, ademas de SPARC (Hambrock et al., 2003).

En comparacion con SPARC, la expresion de hevin es mds restringida, encontrandose
principalmente en el sistema nervioso (Gongidi et al., 2004; Sullivan and Sage, 2004). Hevin se
puede detectar a partir de P1 en el cerebro de ratones durante el desarrollo postnatal, pero el
mayor incremento se observa entre los dias P10 y P20, con un pico maximo a P15, coincidiendo
con el periodo de mayor actividad sinaptogénica (Miller and Peters, 1981; Sutor and Luhmann,
1995; Waites et al., 2005; Lively and Brown, 2008). En el cerebro adulto, hevin se localiza en el
soma neuronal de la corteza cerebral, en los procesos de la glia de Bergmann ubicados en la capa
molecular del cerebelo, y en los cuerpos celulares de las células amacrinas y neuronas
ganglionares de la retina (Lively et al., 2007), en donde, ademas de ser un agente sinaptogénico
para las neuronas ganglionares de la retina (Kucukdereli et al., 2011), participa en la migracion

neuronal en la corteza cerebral durante su desarrollo (Gongidi et al., 2004).
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Se ha demostrado que hevin, tanto in vitro como in vivo, sufre una ruptura por la proteasa
ADAMTS4, una desintegrina y metaloproteinasa que rompe los proteoglicanos agrecano y
brevicano (Gao et al., 2002), lo que genera una fraccion proteolitica de hevin similar a SPARC.
La relevancia que este proceso tiene in Vvivo, se manifiesta en que los ratones KO para hevin o
para ADAMTS4 presentan unas células de Purkinje con una morfologia alterada, con procesos
dendriticos con apariencia atrofiada y con una arborizacion significativamente menor, asi como
un incremento en el nimero de astrocitos presentes en la sustancia blanca del cerebelo, respecto
al grupo control (Weaver et al., 2010). En un estudio reciente, se ha demostrado que hevin y
SPARC presentan un patron de expresion similar durante el desarrollo, no obstante la expresion
de hevin no se incrementa en los ratones KO para SPARC, como cabria esperar si las funciones

de estas proteinas fuesen redundantes (Lloyd-Burton and Roskams, 2012).

Las proteinas SMOC-1 y SMOC-2 contienen el dominio EC, que es comiin con SPARC,
adicionalmente al dominio follistatin-like , a pesar de lo cual no se ha predicho que estas
proteinas unan coldgeno (Vannahme et al., 2002). SMOC-1 se encuentra principalmente en las
membranas basales asi como asociados a otras proteinas de la MEC (Vannahme et al., 2002;
Gersdorff et al., 2006). Recientemente se ha determinado que SMOC-1 presenta niveles elevados
en tumores cerebrales asi como en gliomas (Brellier et al., 2011), y que se une a las proteinas del

suero, a TN-C, fibulina-1 y a la proteina reactiva C (Novinec et al., 2008; Brellier et al., 2011).

Las proteinas SPOCK, o testicanos, comprenden tres proteinas codificadas por genes
separados, testicano -1,-2 y -3, en donde testicano-1 es el mejor caracterizado. Testicano-1 es un
proteoglicano inicialmente encontrado en los testiculos, de ahi su nombre, pero el mayor nivel de
expresion de esta proteina se encuentra en el cerebro (Edgell et al., 2004). En raton, esta proteina
se expresa Unicamente en el cerebro, en particular en las neuronas del hipocampo (Bonnet et al.,
1996) y su periodo de expresion en el sistema nervioso se correlaciona con el desarrollo
embrionario, la migracion neuronal y el crecimiento axonal (Charbonnier et al., 2000). Se ha
planteado que testicano-1 podria participar en el desarrollo del cerebro, porque al igual que
SPARC ejerce un efecto antiadhesivo, debido a que puede bloquear la adhesion al sustrato de

linea celular neuronal Neuro-2A y bloquear el crecimiento de neuritas (Marr and Edgell, 2003)

A pesar de que testicano-1 se expresa mayoritariamente en el sistema nervioso durante el
desarrollo y el establecimiento de las sinapsis, los ratones KO para testicano-1 no presentan un

fenotipo diferente al del grupo control. Los ratones KO para testicano-1 son fértiles, no muestran
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comportamientos anormales y no evidencian diferencias morfoldgicas del sistema nervioso
central respecto a los ratones nativos control, lo que no se debe a una compensacion funcional por
parte de los otros miembros de la familia, ya que los ratones KO para testicano-1 no presentan un
aumento en la expresion ni de testicanos-2 y -3 ni de hevin, pudiendo ser que los niveles basales

de estas proteinas sean suficientes para suplir la falta de testicano-1 (Roell et al., 2006).

El altimo miembro de la lista de proteinas de la familia de SPARC, es la proteina FSTL-1,
que al igual que los otros miembros de la familia de SPARC, codifica para un dominio EC, el
cual se considera no funcional para esta proteina (Hambrock et al., 2004). En el sistema nervioso,
FSTL-1 se expresa desde el desarrollo embrionario hasta P20 en el hipocampo, en la corteza
cerebral, en el tdlamo e hipotalamo, en la espina dorsal y en el ganglio de la raiz dorsal (Yang et
al., 2009). Es justamente en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal en donde se ha descrito un

papel funcional para FSTL-1 (Li et al., 2011).

En el ganglio de la raiz dorsal se situan las neuronas sensoriales, encargadas de transmitir
la informacion desde la periferia hasta el sistema nervioso central (Woolf and Ma, 2007,
Basbaum et al., 2009). FSTL-1 también se expresa en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal de
diametro pequeio (Li et al., 2011), encargadas de transmitir las sefiales sensoriales generadas por
los nociceptores, termoreceptores y los mecanoreceptores (Woolf and Ma, 2007; Basbaum et al.,
2009). Li y colaboradores, determinaron que la aplicacion de FSTL-1 disminuia la frecuencia y la
amplitud de la actividad espontdnea, asi como la amplitud de la respuesta evocada en estas
neuronas. Al estudiar el mecanismo mediante el cual FSTL1 media este efecto, Li y
colaboradores determinaron que esta proteina matricelular se une a la subunidad al de la bomba
sodio-potasio, activandola, generando una hiperpolarizacion de las células que expresan esta
subunidad. Como consecuencia de esta actividad, las neuronas pequefias del ganglio presentan
una hiperpolarizacion y una frecuencia menor de potenciales de accion inducidos por corrientes

despolarizantes, asi como un periodo de hiperpolarizacion prolongado.

Con el fin de evaluar la relevancia fisiologica de FSTL1, los investigadores estudiaron la
respuesta de los ratones KO para FSTLI1 frente a la estimulacion mecanica y térmica en la
superficie plantar, observando que estos ratones exhiben una hipersensibilidad a estas
estimulaciones, efecto que se revierte tras la aplicacion de la proteina matricelular en la espina
dorsal. Por lo tanto, la proteina FSTL1 es necesaria para el normal funcionamiento de las

neuronas implicadas en la transmision de las sefiales sensoriales.
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El conjunto de trabajos revisados, demuestran la existencia de una matriz extracelular en
el sistema nervioso central, cuyos componentes poseen una funcion estructural que participan en
la formacién y remodelamiento de la sinapsis, asi como en la transmision y plasticidad sindptica.
Los componentes de la red perineuronal ejercen sus funciones a través de su interacciéon con
distintos componentes presindpticos como postsindpticos, tales como receptores de
neurotransmisores, receptores de la matriz extracelular o canales idnicos. De los componentes
que se encuentran en la MEC, la funcion de las proteinas matricelulares ha sido estudiada
principalmente en tejidos no neuronales, conociéndose en los ultimos afios el papel que estas
proteinas desempefian en el sistema nervioso esencialmente desde un punto de vista

postsinaptico, siendo la trombospondina el miembro mas estudiado.

La linea de investigacion de interés en nuestro grupo del laboratorio de Neurobiologia, se
centra en los terminales presinapticos, esencialmente en el estudio de los mecanismos
moleculares de la transmision sindptica, por lo que en las siguientes secciones se procedera a
describir la organizacion de los depositos de las vesiculas sinapticas y los eventos que regulan la

maduracion del terminal presinaptico.

5 Organizacion de los depésitos de vesiculas en el terminal presinéptico.

La transmision sinaptica es la base de la transferencia de informacion en el sistema
nervioso y tiene lugar en los sitios de contactos entre las neuronas, los cuales fueron denominados
como sinapsis por Charles Sherrington (Molnar and Brown, 2010). Este proceso de comunicacion
neuronal estd mediada por neurotransmisores quimicos que se encuentran almacenados en
vesiculas secretoras o vesiculas sindpticas en el terminal de la neurona presinaptica, las cuales
pueden ser utilizadas repetidamente durante una actividad sostenida en el tiempo. La
acumulacion de este tipo de vesiculas es una de las caracteristicas de un terminal presinéptico

(Rizzoli and Betz, 2005).

La relacion entre las vesiculas sinapticas y la transmision sinaptica empezo con la serie de
experimentos realizados por Bernard Katz y colaboradores, quienes demostraron que: 1) los
neurotransmisores se liberan en paquetes que denominaron cuantos, 2) que la neurotransmision

puede ser espontanea o evocada (figura 11) y, 3) que los potenciales de la neurotransmision
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evocada correspondian a la sumatoria de los potenciales unitarios individuales observados

durante la neurotransmision espontanea (Fatt and Katz, 1951, 1952; Del Castillo and Katz, 1954).

Es=pontincos Evocado

Figura 11. Las vesiculas se liberan de forma
espontdnea y evocada. Potenciales de la
placa motora espontaneos y evocados,
obtenidos mediante registros intracelulares de
la unién neuromuscular de rana.

A: potencial espontaneos de placa motora en
miniatura. B: Potencial de placa motora
evocado. Adaptado de Katz y Miledi, 1969
(Katz and Miledi, 1969).

Paralelamente, el empleo de la microscopia electronica en los tejidos nerviosos llevo a la
identificacion de las vesiculas sindpticas en los terminales presinapticos (Palay and Palade,
1955), con lo que se hipotetizd que éstas correspondian a la estructura morfoloégica de la teoria
cuantal de la liberacion de neurotransmisores propuesta por Del Castillo y Katz (Del Castillo and
Katz, 1954). Posteriormente, y mediante el uso de microscopia electronica de criofractura, Heuser
y colaboradores (Heuser et al., 1979) identificaron vesiculas sinépticas en contacto directo con la
membrana neuronal en la unidn neuromuscular de rana, correlacionando la liberacidon de un

cuanto de neurotransmisor con la fusion de una sola vesicula sinéptica.

El estudio de la organizacion de los depositos de vesiculas comenzo6 con el trabajo de
Birks y MacIntosh (Birks and Macintosh, 1961), quienes investigaron la liberacion de acetilcolina
en los ganglios simpdticos de gato, proponiendo que el neurotransmisor se almacenaba en dos
depositos presinapticos distintos, uno de liberacion rapida (“readily releasable’ fraction), el cual
se vaciaba rapidamente al aplicar una estimulacion a alta frecuencia; y otro de liberacion lenta
(““non-readily releasable fraction). Posteriormente, Quastel y colaboradores (Elmqvist et al.,
1964; Elmqvist and Quastel, 1965) obtuvieron unos resultados similares en estudios realizados en
el muasculo intercostal humano. Ademas, ellos observaron que durante una estimulacion a altas
frecuencias la amplitud de las respuestas disminuia rapidamente, sugiriendo que los primeros
estimulos liberaban neurotransmisores de un depoésito de facil movilizacion o mobilization store.
Estos autores concordaban con lo propuesto por Birks y MacIntosh, en donde el depdsito de facil
movilizacion se corresponderia al deposito de liberacion rapida y el resto se corresponderia con el

deposito de liberacion lenta.
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5.1 Aspectos funcionales de los depositos de vesiculas sinapticas

La determinacion de los depositos de vesiculas se ha realizado principalmente mediante tres
técnicas: microscopia electronica, microscopia de fluorescencia y técnicas electrofisiologicas, las
cuales han sido empleadas para estudiar los depositos de vesiculas en distintas preparaciones,
tales como en la unién neuromuscular de rana (Heuser and Reese, 1973; Richards et al., 2003;
Rizzoli and Betz, 2004), en la unidon neuromuscular de drosophila (Atwood et al., 1993; Koenig
and Ikeda, 1999; Kuromi and Kidokoro, 1999, 2000, 2002; Kuromi et al., 2010), en cultivo de
neuronas del hipocampo de roedores recién nacidos (Rosenmund and Stevens, 1996; Schikorski
and Stevens, 1997; Pyle et al., 2000; Harata et al., 2001; Schikorski and Stevens, 2001; Andreae
et al., 2012), en los terminales presinapticos de caliz de Held de roedores recién nacidos
(Schneggenburger et al., 1999; Wu and Borst, 1999; Sitzler et al., 2002; de Lange et al., 2003;
Wolfel and Schneggenburger, 2003; Miiller et al., 2010), en el terminal nervioso de las neuronas
bipolares de la retina de la carpa dorada (Lagnado et al., 1996; von Gersdorff et al., 1996; Neves
and Lagnado, 1999; Holt et al., 2004; Zenisek, 2008), en la unidén neuromuscular de serpientes
(Teng et al., 1999; Teng and Wilkinson, 2000; Lin et al., 2005), en las neuronas de Aplisia
califérnica (Humeau et al., 2001; Doussau et al., 2010), en la sinapsis del calamar gigante
(Hilfiker et al., 1998; Yu et al., 2008), y en la sinapsis reticulo-espinal de la lamprea (Shupliakov
et al., 2002; Andersson et al., 2008).

Como podemos apreciar, existen multiples modelos en los cuales se han estudiado los
depositos de vesiculas, por lo cual la terminologia para denominar los depdsitos de vesiculas
varia de acuerdo a los laboratorios de investigacion que los han descrito. Por ejemplo, a las
vesiculas que primero se liberan, Birks y Maclntosh las denominaron deposito de liberacion
rapida, mientras que Quastel y colaboradores le nombraron deposito de facil liberacion, por lo
que en este trabajo empleamos la terminologia utilizada por Rizzoli y Betz en su revision de 2005

(Rizzoli and Betz, 2005)

1) Deposito de vesiculas de liberacion rapida 6 RRP (por su acronimo del inglés rapidly
or readily releasable pool): Este deposito de vesiculas se define como aquellas vesiculas que se
encuentran disponibles para ser liberadas rdpidamente frente a una estimulacion, el cual ha sido
correlacionadas con las vesiculas que se encuentran ancladas a la zona activa, en los terminales
presinapticos de neuronas de hipocampo, (Schikorski and Stevens, 2001). En neuronas de

hipocampo en cultivo, el RRP estd formado por entre 5 a 9 vesiculas sinapticas, medidas por
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microscopia de fluorescencia empleando el colorante FM1-43 (Murthy y Stevens 1999), o por 5 a
10 vesiculas por zona activa, determinado por microscopia electronica (Schikorski y Stevens
1997). EI RRP es un depdsito de vesiculas que se agota rapidamente, cuya liberacion se puede
inducir mediante la generacion 5 a 15 potenciales de accion con una estimulacion eléctrica de
entre 20 — 100 Hz (Elmqvist and Quastel, 1965; Schneggenburger et al., 1999; Richards et al.,
2003), tras unos pocos segundos de depolarizacion (Mennerick and Matthews, 1996; Neves and
Lagnado, 1999), o mediante la aplicacion de una solucion hipertdnica por aproximadamente 1
segundo (Rosenmund and Stevens, 1996). En este trabajo hemos determinado el tamafio del RRP

utilizando técnicas electrofisioldgicas y de microscopia electronica.

2) Deposito de vesiculas de reciclaje: se define por aquellas vesiculas que pueden
mantener una liberacién de neurotransmisor, y que se estima que corresponde entre el 5y el 20 %
del total de las vesiculas presentes en el boton sindptico. La aplicacion de estimulaciones a
frecuencias moderadas, de entre 2 y 5 Hz, causan un reciclado continuo de estas vesiculas (de

Lange et al., 2003; Kuromi and Kidokoro, 2003; Richards et al., 2003).

3) Deposito de vesiculas de reposo o de reserva: corresponde al mas grande de los tres
depdsitos de vesiculas, el cual constituye entre el 80 y el 90 % del total de vesiculas presentes en
un terminal, aproximadamente, las cuales s6lo se pueden liberar durante una estimulacion
intensa. En la unién neuromuscular de la rana, se requiere una frecuencia de estimulacion de al
menos 10-30 Hz por un tiempo variable segun la preparacion, que va desde los 10-15 segundos
hasta 15 minutos (Heuser and Reese, 1973; Delgado et al., 2000; Richards et al., 2000; Kidokoro
et al., 2004) o por una estimulacion neuronal prolongada mediante la aplicacién de la aplicacion
de un medio de 50 mM KCI durante 15 minutos, en el terminal presinaptico del caliz de Held (de
Lange et al., 2003). En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas generales de los

depositos de vesiculas anteriormente descritos.
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Deposito de vesiculas RRP De Reciclado De Reserva

Tamafio (% respecto al

~ _ "0 ~ _ o ~ _ 0,
total de vesiculas) 1=2% 10-20% 80 -90%
Localizacion Ancladas a la Dispersas DlSperS'flS (agrupaciones de
membrana neuronal vesiculas en masa)
Tiempo de liberacién <1 segundo Pocos segundos Decenas Qe segundos a
minutos
Reciclado Répida (segundos) Répida (segundos) Lenta (minutos)

Tabla 4. Caracteristicas de los distintos depoésitos de vesiculas. Adaptado de Rizzoli and Betz, 2005 (Rizzoli and
Betz, 2005)

La cuantificacion de los depositos de vesiculas, de acuerdo al nimero total de vesiculas
del terminal presinaptico hace que intuitivamente sean representados en un modelo en donde los
depositos se encuentran morfolégicamente segregados en distintas agrupaciones, como se
representa en la figura 13A. El deposito con una mayor probabilidad de liberacion se representa
mas cercano a la membrana neuronal, mientras que el depdsito con menor liberacidon se encuentra
mas alejado de la membrana presindptica, sugiriendo que son las vesiculas con una liberacion
mas lenta o casi nula. A pesar de esta esquematizacion, es muy dificil separar los depdsitos de
vesiculas ya que éstos no son anatoémicamente distinguibles (Harata et al., 2001; de Lange et al.,

2003), tal como podemos apreciar en la figura 12.

N

AN ‘

Figura 12. Caracterizacion de los depésitos de vesiculas mediante microscopia electronica. Micrografia de
microscopio electronico de una seccion transversal de un boton sinaptico de hipocampo. Las cabezas de flecha
indican los extremos de la zona activa en esta imagen, las flechas negras sefializan dos vesiculas acopladas a la zona
activa, la flecha blanca sefializa una vesicula cercana a la zona activa y que no se encuentra anclada. Modificada de
Rizzoli and Betz, 2005 (Rizzoli and Betz, 2005).
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A pesar de que las vesiculas que componen el RRP han sido correlacionadas con las

vesiculas ancladas a la membrana, Rizzoli y Betz, mediante el empleo del colorante FM 1-43,

mostraron que no todas las vesiculas ancladas en la zona activa se liberan tras una estimulacion,

y que aquellas que se liberan, tras la estimulacion, pasan a distribuirse dentro de todo el terminal,

en zonas que no necesariamente se corresponden con la zona activa (Rizzoli and Betz, 2004).

Adicionalmente, en distintas preparaciones se ha descrito que las vesiculas que conforman el

deposito de reciclaje se encuentran dispersas por todo el terminal nervioso y que a su vez, se

encuentran mezcladas con las vesiculas que componen los otros depdsitos. (Harata et al., 2001;

de Lange et al., 2003; Rizzoli and Betz, 2004; Denker et al., 2009)

Todos estos trabajos han llevado a plantear otro modelo para la distribuciéon de los

depositos de vesiculas, representado en la figura 13B, en donde las vesiculas del RRP se

encuentran ancladas o cercanas a la membrana plasmatica, pero en donde las vesiculas que

conforman los otros dos depositos se encuentran entremezcladas.

Depédsito de Depésito de
Reciclaje Reserva RRP

O O ®

Figura 13. Modelos de los depésitos de vesiculas. A)
modelo clasico en donde los tres depositos de vesiculas
estan localizados independientemente. El deposito de
vesiculas de liberacion rapida (RRP, en rojo) consiste en
las vesiculas acopladas a la zona activa (en negro) y
preparadas para ser liberadas. En este modelo, el depdsito
de vesiculas de reciclaje (en verde) se dispone
directamente detrds del RRP. Bajo estimulaciones
moderadas, y una vez que se ha vaciado el RRP, estas
vesiculas se movilizan a la zona activa (flecha izquierda)
para ser liberadas. Estimulaciones a altas frecuencias
provocan un vaciamiento del depdsito de reciclaje, por lo
que las vesiculas del depdsito de reserva (en azul) se
movilizan desde areas alejadas de la zona activa para ser
liberadas (flecha derecha).B) Modelo de depdsitos que
considera la mezcla espacial de las vesiculas. En contraste
con el modelo previo, en éste las vesiculas de los depositos
de reciclaje y de reposo se encuentran espacialmente, pero
no funcionalmente, entremezcladas. A la llegada de un
potencial de accion, las vesiculas del RRP (que
corresponderian a vesiculas de reciclaje afortunadas que se
encuentran acopladas a la zona activa) se liberan primero,
seguidas por la liberacién de vesiculas del depdsito de
reciclaje (flecha derecha). Como en el modelo anterior,
estimulaciones continuas a altas frecuencias resultan en un
vaciamiento del deposito de reciclaje y en la movilizacion
de las vesiculas del depoésito de reserva (flecha derecha).
Adaptado de Denker and Rizzoli, 2010 (Denker and
Rizzoli, 2010).
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5.2 Neurotransmision y depositos de vesiculas: una discusion vigente

Como se ha descrito en el apartado anterior, Katz y colaboradores describieron los
potenciales espontaneos de placa motora miniatura, los cuales posteriormente fueron
identificados como producto de la fusion de una vesicula individual. Adicionalmente,
describieron que la estimulacion de la unién neuromuscular de la rana generaba una respuesta
sindptica que se correspondia a la sumatoria de potenciales unitarios individuales, los cuales eran
idénticos en tamafio y forma a los observados en los potenciales espontaneos, planteando la teoria
cuantal de la neurotransmision. La fusion espontdnea de vesiculas es un fenomeno observado en
todas las sinapsis, en donde el origen de las vesiculas sindpticas que generan la actividad
espontanea y la evocada ain queda por determinar. Existe un contraste de opiniones sobre el
origen de las vesiculas que participan en la neurotransmision, diversos trabajos proponen que
ambos tipos de neurotransmision son generados por vesiculas provenientes de un mismo deposito
(Groemer and Klingauf, 2007; Hua et al., 2010; Wilhelm et al., 2010), o provenientes de
depositos diferentes (Sara et al., 2005a; Mathew et al., 2008; Fredj and Burrone, 2009; Chung et

al., 2010; Andreae et al., 2012) como se explica a continuacion.

El estudio del origen de las vesiculas que generan tanto la respuesta evocada como la
espontanea, se ha realizado principalmente mediante microscopia de fluorescencia, empleando
los colorantes FM para monitorizar la liberacion y el reciclado de las vesiculas sindpticas en
células vivas, asi como la utilizacion de anticuerpos contra proteinas presentes en la vesicula
sinaptica. Los colorantes FM son moléculas amfipaticas fluorescentes que se unen a la membrana
plasmatica de forma reversible. Debido a la carga que presentan, los colorantes FM no atraviesan
la membrana, por lo que se han empleado para estudiar el reciclaje de las vesiculas sinapticas

(Cochilla et al., 1999).

La primera evidencia de la existencia de dos depdsitos de vesiculas independientes para la
transmision sinaptica evocada y espontanea, se obtuvo mediante el uso de un colorante FM. Sara
y colaboradores (Sara et al., 2005a) estudiaron el reciclaje de las vesiculas empleando el
colorante FM 2-10, en neuronas de hipocampo en cultivo, encontrando que las vesiculas
marcadas con el colorante FM 2-10 durante la transmisién espontanea, una vez recicladas no se
liberan al inducir una respuesta evocada mediante trenes de pulsos de 10 Hz por 90 segundos, ni

por la aplicacion de una soluciéon 90 mM de potasio, ni mediante la aplicacion de una solucion
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hipertonica de sucrosa. Por otra parte, describieron que la inhibicion de la reacidificacion de la
vesicula mediante el uso de folimicina, un bloqueador de la bomba de protones de la vesicula
sinaptica, disminuye la transmision espontanea sin alterar la neurotransmision evocada (Sara et
al., 2005a). Con estos resultados, los investigadores propusieron que las vesiculas que participan
en la actividad espontanea pertenecen al deposito de vesicula de reserva y que las vesiculas que
participan en la actividad evocada pertenecen al RRP y al deposito de reciclaje. Resultados
similares se encontraron al estudiar los depdsitos de vesiculas involucradas en la actividad
espontanea y evocada de neuronas inhibitorias en rodajas de la corteza prefrontal obtenidas de

ratas P18 — P25 (Mathew et al., 2008).

Sin embargo, Groemer y Klingauf (Groemer and Klingauf, 2007) propusieron que las
vesiculas que participan en la neurotransmision pertenecen a un mismo deposito. Estos
investigadores realizaron experimentos similares a los de Sara y colaboradores, empleando unos
protocolos de adquisicion y andlisis de imagenes mejorados que les permitieron marcar
secuencial y diferenciadamente, con los colorantes FM 5-95 (rojo) y FM 1-43 (verde), las
vesiculas que participaban en la actividad evocada y en la espontanea, respectivamente, pudiendo
analizar simultaneamente la liberacion de ambos grupos de vesiculas durante la transmision
evocada por dos trenes de 900 potenciales de accion a 10 hercios. Los investigadores encontraron
que con esta estimulacion se liberaban tanto las vesiculas marcadas durante la actividad evocada
como aquellas marcadas durante la actividad espontanea, concluyendo que las vesiculas que
participan en ambos tipos de neurotransmision provenian de un mismo deposito de vesiculas, y
que la discrepancia con los resultados obtenidos por Sara y colaboradores se podria deber a una
deficiencia en la adquisicion de la fluorescencia y/o a una incorrecta normalizacion de las sefiales
de fluorescencia. Adicionalmente, observaron que la aplicacion de folimicina durante la
estimulacion agotaba la liberacién de neurotransmisor para ambos tipos de neurotransmision, lo
que reforzaba la proposicion de un solo depdsito de vesicula para ambos tipos de

neurotransmision.

Ademas de los argumentos expuestos por Groemer y Klingauf para explicar la diferencia
en los resultados, esta discrepancia de resultados puede estar dada por el empleo de distintos
colorantes FM, ya que se ha reportado que los colorantes empleados presentan una diferencia en
las propiedades fluorescentes (Cochilla et al., 1999) y una diferencia en la afinidad por las
membranas (Zhu and Stevens, 2008). La diferencia en las propiedades fluorescentes se evidencia

al comparar la fluorescencia entre el colorante FM 2-10 y el FM 1-43, en donde el primero posee

52



Introducciéon

una sefial mucho menor respecto al segundo, razoén por la cual se emplea a una concentracion
mayor. La diferencia de concentraciones podria afectar los resultados obtenidos, ya que cuando
se encuentran en altas concentraciones se podria inhibir el reciclado de las vesiculas, debido a la

semejanza estructural que poseen con los detergentes (Cochilla et al., 1999; Zhu and Stevens,

2008)

Con el fin de solventar las diferencias de resultados que puede inducir el empleo de
distintos tipos de colorantes FM, los investigadores Fredj y Burrone (Fredj and Burrone, 2009),
marcaron la proteina vesicular sinaptobrevina-2 (VAMP-2) con biotina, para posteriormente
marcar con estreptavidina conjugada con fluoroforos aquellas vesiculas que son recicladas.
Adicionalmente, en este trabajo, los investigadores estudiaron el reciclado vesicular mediante
sinaptofluorina, un marcador fluorescente sensible al pH. Con estas técnicas, observaron que las
vesiculas implicadas en estos dos tipos de neurotransmision se pueden marcar selectivamente,
sefalando que éstos serian completamente independientes entre si, reforzando la hipétesis de los
dos depositos de vesiculas independientes implicados en la neurotransmision. Adicionalmente, la
existencia de estos dos depdsitos de vesiculas diferenciados se ve reforzada por el trabajo
realizado por Chung y colaboradores (Chung et al., 2010), quienes describieron que en neuronas
de hipocampo en cultivo, la aplicaciéon de dynasore, un inhibidor reversible de la proteina
dinamina, y por lo tanto de la endocitosis de las vesiculas sinapticas (Newton et al., 2006),

bloquea la actividad evocada, pero no la actividad espontdnea.

El estudio de las vesiculas implicadas en la neurotransmision y el depdsito al que
pertenecen, continud con el trabajo realizado por Hua y colaboradores (Hua et al., 2010), quienes
argumentaron que la técnica desarrollada por Fredj y Burrone presentaba la desventaja de que el
reciclado de las vesiculas no podria ser monitorizado repetidamente, debido a la union
irreversible entre la biotina y la estreptavidina, lo que podria incrementar la variabilidad de los
resultados, ya que no se pueden realizar mas de una medicion por boton sinaptico, a diferencia de
cuando se emplean los colorantes FM con los cuales se pueden realizar varias mediciones en un
mismo botén sindptico. Por este motivo, Hua y colaboradores conjugaron estreptavidina con
cypHer-5E, un colorante fluorescente sensible al pH y, en vez de marcar las vesiculas sinapticas
mediante la sobreexpresion de VAMP-2 para conjugarla con biotina, Hua y colaboradores
marcaron la proteina de la vesicula sinaptica sinaptotagmina 1, para asi evitar cualquier artefacto
resultante de la sobreexpresion de proteinas en las neuronas. Empleando este nuevo protocolo de

marcaje, los investigadores encontraron que las vesiculas que participan en la neurotransmision
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evocada y espontdnea pertenecen a un mismo deposito de vesiculas, confirmando las
observaciones descritas anteriormente por este grupo, obtenidas mediante el empleo de los
colorantes FM 1-43 y FM 5-95 (Groemer and Klingauf, 2007). Adicionalmente, Wilhelm y
colaboradores (Wilhelm et al., 2010), estudiaron la liberacién y reciclado de las vesiculas
sindpticas en neuronas de hipocampo en cultivo, asi como en las uniones neuromusculares de
raton, de rana y de drosophila, empleando diversas técnicas de microscopia de fluorescencia,
encontrando que en ninguna de las preparaciones estudiadas, independientemente de la técnica de
fluorescencia utilizada, se observaba una segregacion entre las vesiculas que participan en la

neurotransmision evocada o espontanea.

Finalmente, en un esfuerzo para dirimir y comprender el origen de las vesiculas que
participan en la neurotransmision, Burrone y colaboradores estudiaron la neurotransmision
durante el desarrollo neuronal, utilizando tanto el método por €l descrito, como el empleado por
Hua y colaboradores en su trabajo del 2010 (Andreae et al., 2012). En este estudio, Andreae y
colaboradores sefnalan que las vesiculas que participan en la actividad espontanea y en la evocada
se encuentran segregadas en depositos diferentes. Ademds argumenta que el método empleado
por Hua no seria el mas adecuado para estudiar la segregacion de las vesiculas, dado que la
proteina sinaptotagmina 1 se encuentra presente en la superficie de la membrana presinéptica, la
cual experimenta endocitosis (Fernandez-Alfonso et al., 2006; Wienisch and Klingauf, 2006),
pudiendo intervenir en el marcado de las vesiculas. Para demostrar esta afirmacién, Andreae
marcd sinaptotagmina 1 con un anticuerpo conjugado con  cypHer-5E, reproduciendo los
resultados obtenidos por Hua, concluyendo que esta metodologia no se puede emplear para

investigar el reciclado de las vesiculas dependiente de la actividad.

Considerando que distintos grupos de investigacion han obtenido resultados divergentes,
empleando las mismas técnicas, se hace evidente una necesidad de estandarizacion de los
protocolos experimentales y/o el desarrollo de técnicas més precisas y estandarizadas en la
identificacion del reciclado de las vesiculas sinapticas, que solventen las diferencias que los

grupos alegan a favor o en contra de una posicion o de otra.

En este punto existen dos evidencias que apoyan la teoria de la existencia de dos depositos
de vesiculas para la neurotransmision. La primera evidencia se obtiene con el trabajo de Andreae
y colaboradores, quienes exponen la existencia de dos depositos de vesiculas segregadas para la

neurotransmision; la segunda evidencia la obtenemos del trabajo realizado por Chung y
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colaboradores, quienes muestran que las vesiculas que participan en la actividad esponténea no se
ven afectadas al inhibir la endocitosis, cosa que si ocurre con las vesiculas que participan en la
actividad evocada. A partir de los trabajos que proponen que las vesiculas que participan en la
neurotransmision evocada y espontanea pertenecen a dos depdsitos de vesiculas diferenciados, se
plantean dos modelos para explicar el origen de las vesiculas (figura 14): 1) los trabajos
realizados en neuronas de hipocampo sugieren que las vesiculas responsables de la fusion
espontanea y de la evocada pertenecen a depdsitos diferentes, distribuidas en un mismo terminal,
en donde estos depositos se reciclarian de forma independiente (Sara et al., 2005a; Fredj and
Burrone, 2009; Chung et al., 2010); 2) La liberacion espontdnea de neurotransmisor estaria dado
principalmente por vesiculas que forman el depodsito de reserva, las cuales normalmente no

contribuyen a la liberacion evocada (Fredj and Burrone, 2009; Andreae et al., 2012)

Deposito
de Reserva
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Evocada

Figura 14. Modelos de segregacion de las vesiculas que participan en la neurotransmisién espontanea y
evocada. Modelo propuesto en donde las vesiculas que participan en la transmisién evocada y en la espontanea,
pertenecerian a distintos depésitos de vesiculas (verde y rojo, respectivamente). A) modelo propuesto en donde un
mismo boton sindptico posee los dos depdsitos de vesiculas, que se fusionan y reciclan independientemente. B)
Modelo propuesto en donde las vesiculas que forman el RRP y el deposito de reciclaje, participan en la actividad
espontanea y en donde las vesiculas del depodsito de reserva, serian las responsables de la neurotransmision
espontanea. Adaptado de Ramirez and Kavalali, 2011 (Ramirez and Kavalali, 2011).

6 Maduracion sinaptica

La sinapsis quimica es un contacto célula-célula formado por el axén de una neurona que
envia una sefial y las dendritas, somas neuronales o axones que reciben la sefial. La formacién de
la sinapsis es un proceso continuo que va desde el contacto inicial entre los terminales

presinapticos y postsinapticos, hasta la obtencion de una sinapsis completamente funcional
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(Garner et al., 2006), en donde, como se describe més adelante, proteinas de adhesion celular
participan en la formacion de las sinapsis (Brose, 1999; Dalva et al., 2007).

Estudios de microscopia electronica muestran que los terminales presindpticos van
acumulando vesiculas sindpticas a medida que maduran (Feldmeyer and Radnikow, 2009). Es asi
como estudios realizados en las neuronas del ganglio cervical superior, el tipo neuronal que
empleamos en este trabajo, se aprecia un incremento en el numero y densidad de vesiculas
sinapticas presentes en el terminal en las neuronas maduras respecto a las inmaduras, ademas se
observa que las sinapsis maduras presentan una mayor agrupacion de las vesiculas, al contrario

de lo caracterizado en las neuronas inmaduras (Rees et al., 1976; Furshpan et al., 1986).

6.1 Desarrollo y maduracion de los depositos de vesiculas

Ademés de las diferencias apreciables por microscopia electronica, técnicas de
microscopia de fluorescencia mediante el uso de colorantes FM y técnicas electrofisiologicas, se
han demostrado que el nimero de vesiculas recicladas por botén sinaptico, asi como el numero de
vesiculas que se liberan, aumentan con la maduracién sinaptica (Mozhayeva et al., 2002;

Mohrmann et al., 2003)

Mozhayeva y colaboradores (Mozhayeva et al., 2002) estudiaron la evolucion del nimero
de vesiculas en relacion al tiempo de cultivo en neuronas piramidales de hipocampo, mediante el
empleo del colorante FM 2-10, electrofisiologia y microscopia electronica. El empleo del
colorante FM 2-10 reveld que el nimero de vesiculas que componen el depodsito de reciclaje
aumenta en casi dos o6rdenes de magnitud con la maduracion sinaptica, en donde las neuronas de
5 DIV presentaron un reciclaje de vesiculas lento, en comparacion con las neuronas de 12 DIV.
Ademas las neuronas inmaduras presentaron pocas o ninguna vesicula formando parte del RRP.
Estos autores también observaron un incremento gradual de las vesiculas sindpticas con el
tiempo, en donde el RRP se formaria primero y las vesiculas del deposito de vesiculas se
formarian por ultimo. Las neuronas inmaduras (5 DIV) presentaron escasa o nula respuesta frente
a la generacion de potenciales de accion, incrementando gradualmente la respuesta frente a una
estimulacion de 30 Hz a partir de los 7 DIV. Paralelamente, estudiaron la organizacion
ultraestructural de las vesiculas sinapticas mediante microscopia electronica, observando que en
los terminales presinapticos de las neuronas inmaduras, las vesiculas se aprecian mayormente

dispersas y sin asociarse ni con la membrana plasmatica ni con la zona activa, sin embargo, las
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neuronas maduras mostraron un incremento sustancial en el nimero total de vesiculas, asi como
en el nimero de vesiculas ancladas a la zona activa.

Mohrmann y colaboradores (Mohrmann et al., 2003), realizaron un estudio de la
maduracion de las vesiculas sinapticas en microcultivos de neuronas de la corteza cerebral.
Mediante el uso del colorante FM 1-43 observaron que las neuronas excitatorias inmaduras (5-7
DIV) mostraban una sefial de fluorescencia débil, indicando un bajo ntimero 6 una falta de
vesiculas sinapticas en el terminal presindptico, hecho que cambiaba en las neuronas maduras
(14-18 DIV). Las neuronas maduras mostraron una sefal de fluorescencia intensa en los
terminales presindpticos, indicando que al madurar el boton sindptico incrementa el nimero de
vesiculas sinapticas. Conjuntamente, describieron que las neuronas inmaduras presentaban un
tamafio de RRP mas pequefio, el cual requeria de un mayor tiempo para reciclarse, respecto al de
las neuronas maduras. Por ultimo, los investigadores evaluaron la respuesta sinaptica de las
neuronas inmaduras y maduras, frente a un tren de estimulos de alta frecuencia (50 estimulos a 20
Hz), con un tiempo de intervalo de 30 segundos entre cada estimulacion, con lo cual observaron
que si bien tanto las neuronas inmaduras como las maduras presentaban una depresion progresiva
de la respuesta frente al tren de estimulo como consecuencia del agotamiento del RRP, las
neuronas inmaduras desarrollaban una disminucioén progresiva en la amplitud de la respuesta
frente cada tren de estimulos. Sin embargo, las neuronas maduras presentaban una respuesta
reproducible en cada tren de estimulos aplicados, indicando que las sinapsis glutamatérgicas

aumentan la eficacia sindptica, a medida que las sinapsis maduran.

Los resultados obtenidos por Mozhayeva y colaboradores, asi como los obtenidos por
Mohrmann y colaboradores, sugieren que el incremento en el niumero de vesiculas ocurre
progresivamente, por lo que Mozhayeva y colaboradores propusieron un modelo para explicar la
maduracion de los depositos de vesiculas (Mozhayeva et al., 2002), consistente en tres etapas de
desarrollo, representadas en la figura 15. Segin este modelo en el estado inicial, las vesiculas
sindpticas se acumulan para formar el depdsito de reciclaje, el cual permite a la sinapsis liberar
neurotransmisores a frecuencias de estimulacion moderadas. En el segundo estado del modelo, se
formaria el depdsito de vesiculas correspondientes al RRP en adicion al depdsito de vesiculas de
reciclaje, y finalmente en la ultima etapa o estado 3, se formaria el deposito de vesiculas de

reserva.
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Figura 15. Modelo de la formacién de los depdsitos de vesiculas durante el desarrollo de la sinapsis. En el
primer estado, las vesiculas formarian un depésito de reciclaje con ausencia de vesiculas ancladas a la zona activa. El
segundo estado, muestra un estado transitorio en donde la mayoria de las vesiculas se encuentran ancladas a la zona
activa. La transicion hacia este estado puede estar formada por estados intermedios estables, mostrado por las flechas
pequeiias. Para alcanzar el tercer estado, el numero de vesiculas sindpticas se incrementa para formar el deposito de
reserva. En los estados tardios del desarrollo, los tamafios del RRP y del depdsito de reciclado crecen en paralelo.
Modificado de Mozhayeva y colaboradores, 2002 (Mozhayeva et al., 2002).

Adicionalmente, se ha descrito que los terminales presindpticos inmaduros, pero no los
maduros, de neuronas de hipocampo en cultivo requieren de F-actina para prevenir la dispersion
de sus componentes (Zhang and Benson, 2001). En este estudio, los investigadores observaron
que las neuronas en cultivo de 5 DIV, al ser tratadas con latrunculina-A, presentaban una
dispersion tanto de la proteina vesicular sinaptofisina, como de la proteina Bassoon, un marcador
del citoesqueleto de la zona activa, desde el terminal presinaptico hacia los procesos neuronales.
Por el contrario, las neuronas de 12 DIV mantenian la colocalizacion de ambas proteinas en el
terminal presinaptico, demostrando que la estabilidad sinaptica en los botones maduros es

independiente de F-actina (Zhang and Benson, 2001).

6.2 Moléculas de adhesion celular, red perineuronal y maduracion sinaptica

Hasta este punto hemos descrito que tanto los componentes de la red perineuronal y como
la expresion de las proteinas matricelulares experimentan cambios durante el desarrollo neuronal,
los cuales ejercen un efecto sobre la formacién y plasticidad sindptica. La accidon de estas
moléculas pueden ocurrir a través de su interaccion con moléculas de adhesion celular, por lo que
en la busqueda de los mecanismos que controlan los cambios observados en la maduracion
sinaptica se ha prestado especial atencion a las moléculas de adhesion celular presentes en la
sinapsis, encontrandose que las CAM participan en el desarrollo de la sinapsis (Brose, 1999). En

este apartado se describiran las evidencias experimentles que indican la importancia de tres
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conjuntos de moléculas CAM en la maduracion sindptica: las neurexinas, las neurologuinas, la

proteina de adhesion sindptica SynCAM vy las cadherinas.

El descubrimiento de las moléculas neurexinas (NX) en el terminal presindptico de los
vertebrados (Ushkaryov et al., 1992; Ushkaryov and Siidhof, 1993) y de las neuroliguinas (NL)
en el postsinaptico (Ichtchenko et al., 1995), asi como la interaccion entre estas dos moléculas,
proporcion6é uno de los primeros indicios de como se establece el contacto sindptico a nivel

molecular (Brose, 1999).

Las neurexinas y neuroliginas son proteinas de transmembrana que consisten en una
region extracelular responsable de la interaccidon trans-sinaptica, un dominio transmembrana
simple y un dominio citoplasmatico pequefio involucrado en las interacciones proteina-proteina y
en la sefalizacion intracelular (Craig and Kang, 2007; Siidhof, 2008). La familia de las
neurexinas consiste en tres miembros, NX1-3, los cuales se expresan en una isoforma o, o una
isoforma B mas corta, en donde estas isoformas contienen una secuencia de aminodcidos
diferentes en la region extracelular amino terminal, pero con una regién transmembrana y una
region citoplasmatica idénticas (Siidhof, 2008). En ratones se han caracterizado cuatro isoformas
de NL, en donde NL-1 se localiza en las sinapsis excitatorias y NL-2 en las inhibitorias, NL-4 se
distribuye en las sinapsis inhibitorias de la retina, en la médula espinal y en el cerebro,
incluyendo sinapsis excitatorias en el hipocampo y en la corteza cerebral, y NL-3 en neuronas en
cultivo, distribuyéndose en sinapsis excitatorias e inhibitorias (Song et al., 1999; Chih et al.,
2005; Budreck and Scheiffele, 2007; Chubykin et al., 2007; Levinson et al., 2010; Hoon et al.,
2011).

Las primeras evidencias de la funcidon que tiene la interaccion entre NX-NL, se obtuvieron
de la expresion heterdloga de NX y NL en células no neuronales en co-cultivo con células
neuronales HEK293. La evidencia de la funcion de NL se obtuvo con el trabajo realizado por
Scheiffele y colaboradores (Scheiffele et al., 2000), quienes caracterizaron que la sobreexpresion
de NL en células no neuronales induce la formacion de contactos entre las neuronas y las células
no neuronales. Los terminales presinapticos que contactaban con las células no neuronales
exhibieron una acumulacion de sinapsina, sinaptofisina y sinaptotagmina, ademas de la capacidad
de excocitar las vesiculas sindpticas. Adicionalmente, el estudio con microscopia electronica

mostrd que estos terminales presindpticos poseian agrupaciones de vesiculas sindpticas. Por
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ultimo, los investigadores demostraron que la adicion de B-NX, inhibe la actividad inducida por

la sobreexpresion de NL-1 (Scheiffele et al., 2000).

La sobreexpresion de NL en las neuronas hipocampales aumenté el nimero y la densidad
de las sinapsis, en donde NL-1 incremento las sinapsis excitatorias y NL-2 las inhibitorias, a su
vez se aprecio un aumento de la respuesta sinaptica mediada por los receptores AMPA y NMDA
(Chih et al., 2005; Chubykin et al., 2007), mientras que la inhibicion selectiva de NL-1, mediante
RNA de interferencia, tuvo el efecto contrario (Chih et al.,, 2005). Por otra parte, la
sobreexpresion de B-NX en células PC12 y HEK293 indujo la diferenciacion postsinaptica,
evidenciada por la acumulacion de proteinas que conforman la densidad postsinéptica, asi como
por el reclutamiento de subunidades de los receptores GABA y NMDA en las dendritas que
contactaron con fibroblastos que sobreexpresaban neurexina (Graf et al., 2004; Nam and Chen,

2005).

A pesar de las evidencias que muestran los trabajos anteriores, estos efectos no se
observan in vivo, ya que los ratones KO para las a-NX (Missler et al., 2003) o para NL 1-3
(Varoqueaux et al., 2006), no presentan una disminucion en el numero total de sinapsis formadas
en el cerebro. Los ratones KO para neurexinas se han realizado para las tres a-NX, los cuales a
pesar de ser viables, mueren por problemas respiratorios dentro de las 24 horas siguientes tras el
parto. Las sinapsis excitatorias presentan una ultraestructura normal, sin apreciarse diferencias en
el tamafo de la zona activa, ni en el nimero o tamafio de las vesiculas sinapticas, sin embargo,
estos animales presentan un menor nimero de sinapsis inhibitorias. Adicionalmente, estos
animales presentan una disminuciéon en la neurotransmision debido a una disfuncion de los
canales de calcio (Missler et al., 2003). Los ratones KO para NL 1-3, al igual que los ratones
triple KO para o-NX, presentan problemas respiratorios y mueren dentro de las 24 horas
siguientes tras el parto. En los animales KO no se observa un cambio en el niumero total de
sinapsis, respecto a los ratones control, pero si muestran una disminucion en la neurotransmision
(Varoqueaux et al., 2006), por lo que en términos generales, y de acuerdo al fenotipo observado
en los ratones KO, las NX y las NL participan en la estabilizacion de la sinapsis mas que en su

formacion (Chubykin et al., 2007).

Por otra parte, la sobreexpresion de NL-1 en neuronas en cultivo, incrementd la
probabilidad de liberacion, el reciclado de las vesiculas sinapticas y el tamafio del RRP,

induciendo la maduracién estructural y funcional del terminal presindptico (Futai et al., 2007; Ko
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et al., 2009; Wittenmayer et al., 2009). Wittenmayer y colaboradores observaron que neuronas de
5 DIV que sobre-expresaban NL-1 presentaban caracteristicas comparables a neuronas control
maduras, de 18 DIV. Adicionalmente, observaron que neuronas en cultivo obtenidas de ratones
KO para NL-1, mostraron que la estabilidad del boton sindptico es dependiente de F-actina, y que
el tamafio de deposito de vesiculas de reciclaje era comparable al de neuronas control de 5 DIV,

indicando un defecto especifico en la maduracion de las neuronas deficientes en NL-1.

Una segunda molécula de adhesion que se ha sido caracterizada como importante para la
maduracion de los contactos sindpticos es la proteina de adhesion sinaptica o SynCAM (por su
acronimo del inglés Synaptic Cell Adhesion Molecule), también conocida como Cadml y como
nectin-like molecule 2 (Biederer et al., 2002), la cual se expresa en el sistema nervioso en

desarrollo y en el adulto (Biederer, 2006; Thomas et al., 2008; Triana-Baltzer et al., 2008).

La proteina SynCAM-1 se distribuye en las membranas presinapticas y postsindpticas y su
expresion en las neuronas puede ser determinada antes de la formacion de los contactos
sinapticos. Al igual que las NL, la sobreexpresion de SynCAM-1 en células no neuronales (COS-
7 y HEK 293) en co-cultivo con neuronas hipocampales, induce la formacion de los terminales
presinaptica asi como el reclutamiento de las vesiculas sindpticas en el terminal, favoreciendo la
formacion del depodsito de vesiculas de reciclaje (Biederer et al., 2002; Sara et al., 2005b; Stagi et
al., 2010; Fogel et al., 2011). Asimismo, SynCAM promueve la formacion del terminal
presinaptico e incrementa el nimero de sinapsis excitatorias, pero no las inhibitorias, en neuronas
de hipocampo tanto in vitro como in vivo (Biederer et al., 2002; Sara et al., 2005b; Fogel et al.,
2007; Robbins et al., 2010). Los ratones KO para SynCAM-1 presentan una disminucion en el
nimero de sinapsis excitatorias, observandose un menor tamafio de la densidad postsinaptica y de
la zona activa, respecto al de los ratones controles nativos (Robbins et al., 2010). Considerando
estos resultados, podemos decir que las proteinas SynCAM favorecen la maduracion del terminal
presinaptico favoreciendo la formacion de los contactos sinapticos y el reclutamiento inicial de
las vesiculas sinapticas en el terminal presindptico, participando en la primera etapa de la
formacion de los depodsitos de vesiculas representado en la figura 15. Ademas, podemos decir que
la expresion de las proteinas SynCAM coincide con el periodo en el cual se expresan los

componentes tempranos de la red perineuronal.
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La tercera proteina CAM que participa en la maduracion de los terminales presinapticos
son las cadherinas, una familia de moléculas de adhesion compuesta por mas de 80 miembros
dependiendo de la especie, los cuales se clasifican en distintas subfamilias que incluyen las
cadherinas clasicas y las protocadherinas, entre otros (Yagi and Takeichi, 2000). En los
vertebrados, la familia de las cadherinas clasicas estda compuesta por aproximadamente 20
miembros, en donde cada uno de los cuales es expresado por un grupo restringido de neuronas,
que se encuentran conectadas entre ellas, limitando su expresion a regiones especificas del
cerebro, en donde la N-cadherina es el miembro mas estudiado. (Suzuki et al., 1997; Inoue et al.,

1998; Benson et al., 2001; Hirano et al., 2003).

La N-cadherina se acumula en la sinapsis después del contacto axodendritico inicial
(Benson and Tanaka, 1998), y se distribuye uniformemente por todo el espacio sinaptico durante
la formacién de la sinapsis, para posteriormente distribuirse en agrupaciones discretas dentro del
espacio sindptico de las neuronas maduras (Yamagata et al., 1995; Uchida et al., 1996; Togashi et

al., 2002; Elste and Benson, 2006).

La importancia de N-cadherina en la maduracion del terminal presinaptico fue
determinada por los trabajos que muestran que si bien la N-cadherina no induce la formacion de
sinapsis (Scheiffele et al., 2000; Jiingling et al., 2006), la inhibicion de esta proteina incrementa el
numero de dendritas con una morfologia inmadura, reduce el numero de vesiculas sinapticas, las
cuales experimentan un menor reciclado, lo que se traduce en que las vesiculas que conforman el
RRP requieren mas tiempo para recuperarse tras una estimulaciéon (Murase et al., 2002; Togashi
et al., 2002; Bamji et al., 2003; Abe et al., 2004; Jiingling et al., 2006; Vitureira et al., 2012). Los
analisis de los terminales presinapticos por microscopia electronica reveld que si bien los botones
mostraban una morfologia comparable al de las neuronas control, los terminales presinapticos
con N-cadherina inhibida presentaban una disminucién en torno al 50% del numero total de
vesiculas sinapticas y del nimero de vesiculas ancladas a la zona activa (Vitureira et al., 2012),
efectos que en las neuronas KO para N-cadherina, diferenciadas desde células madres, se traduce

en un incremento de la depresion a corto plazo (Jiingling et al., 20006).

La N-cadherina estaria induciendo la maduracion del terminal presinéptico a través de una
comunicacion trans-sinaptica, debido a que la inhibicion de N-cadherina postsinaptica es
suficiente para observar los cambios a nivel presindptico (Jiingling et al., 2006; Vitureira et al.,

2012). El mecanismo de accion pasaria, en parte, por una cooperacion entre N-cadherina y NL1

62



Introducciéon

(Stan et al., 2010; Aiga et al., 2011). Estudios recientes han demostrado que N-cadherina y NLI
colocalizan en las sinapsis excitatorias, en donde primero se acumula N-cadherina en los
contactos sinapticos, la que luego induce el reclutamiento de NL1 hacia la sinapsis, observandose
esta capacidad solamente en las sinapsis inmaduras (Aiga et al., 2011). El mecanismo por el cual
N-cadherina recluta NL1 hacia la sinapsis estd mediado por la interaccion de N-cadherina con la
molécula de anclaje S-SCAM (Stan et al., 2010). La cooperacion entre estas dos proteinas se
corrobord al inhibir selectivamente la N-cadherina, situacién en la cual NL1 perdio su efecto
sobre el reclutamiento de las vesiculas sinaptica, la probabilidad de liberacion y la frecuencia de
actividad espontanea mediados por los receptores de AMPA (Stan et al., 2010). Estudios previos
a estas observaciones refuerzan este planteamiento ya que la proteina B-catenina, proteina que se
une a las cadherinas, interacciona con S-SCAM en la densidad postsindptica (Nishimura et al.,

2002; Iida et al., 2004).

Considerando los resultados, podemos afirmar que las moléculas de adhesion celular
presentes en la sinapsis tendrian una funcién diferenciada en la formacion y maduracion de la
sinapsis. A falta de estudios sobre la escala temporal en la cual estas moléculas act@ian sobre la
maduracién del terminal presinaptico y considerando las evidencias experimentales, la accion de
estas CAM sobre la formacion y maduracion del boton sindptico se podria simplificar en un
proceso consistente en tres etapas (figura 16). En la primera etapa, la proteina SynCAM induciria
la formacion de los contactos sinapticos, tras lo cual comenzaria el reclutamiento de las vesiculas
sinapticas en el terminal presinaptico. En la segunda etapa, la N-cadherina se distribuirian
uniformemente por todo el espacio sinaptico, reforzando la acumulacion de vesiculas sinapticas
en el terminal presinaptico e iniciando el reclutamiento de neuroliguina en el terminal
postsinaptico. En la tercera etapa, las cadherinas se concentrarian en agrupaciones discretas
distribuidas dentro del espacio sinaptico y las neuroliguinas interaccionarian con las neurexinas,
favoreciendo el crecimiento de los depositos de vesiculas en el terminal presindptico y la
maduracion estructural y funcional de las sinapsis, en donde la presencia de NL-1 o NL-2
induciria la formacién de una sinapsis excitatoria o inhibitoria, respectivamente. Paralelamente, la
diferenciacidon presindptica y postsindptica ocurriria entre la segunda y tercera etapa, con la
incorporaciéon de los elementos que conforman la zona activa, tales como proteinas del
citoesquetelo y los canales i0nicos, y la incorporacion de los receptores de los neurotransmisores,

subunidades auxiliares y otros componentes de la densidad postsinaptica.
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Figura 16. Modelo de maduracién sinaptica mediada por las moléculas de adhesién celular. Modelo propuesto
para las moléculas de adhesion celular presentes en la sinapsis y que mediarian la formacién y maduracion de la
sinapsis en un proceso simplificado en tres etapas. 1) La molécula SynCAM interviene en la formacion de los
contactos sinapticos iniciales y en el reclutamiento inicial de vesiculas sindpticas hacia el terminal presinaptico. 2) La
N-cadherina se incorpora al contacto sinaptico, distribuyéndose uniformemente y favoreciendo el reclutamiento de
las vesiculas sinapticas en el terminal presinptico y de las neuroliguina en el terminal postsinaptico. 3) Las N-
cadherinas formarian agrupaciones que se distribuirian discretamente en el espacio sinaptico, mientras que la
interacciéon entre neuroliguina y neurexina refuerza la incorporacion de las vesiculas sinapticas, incrementando los
depdsitos de vesiculas, e induce la diferenciacion sindptica

Los antecedentes hasta ahora expuestos nos indican que en el proceso de maduracion
sinaptica participarian los componentes de la red perineuronal y las CAM, planteandose la
posibilidad de una interaccion entre las CAM y la red perineuronal. Debido a que la formacién de
la sinapsis es un proceso dindmico, para comprender la funciéon de esta interaccion en la
maduracion del terminal presindptico hacen falta mas estudios, por lo que a continuacion se
presenta un resumen pocas evidencias del papel funcional de esta interaccion durante la

maduracion sinaptica.

En el sistema nervioso central, el periodo de actividad sinaptogénica varia segin la region,
ocurriendo durante las primeras tres semanas postnatales (Miller and Peters, 1981; Sutor and
Luhmann, 1995; De Simoni et al., 2003; Waites et al., 2005; Lively and Brown, 2008). Durante
este periodo la expresion de las moléculas de la red perineuronal y de las proteinas matricelulares
es variable, las cuales se resimen en la figura 17. En los primeros dias postnatales (P0-P7), se
expresan las moléculas tempranas de la red perineuronal. En este periodo la red perineuronal ain

no se ha establecido, por lo que la matriz extracelular es permisiva y permite la migracion celular,
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el crecimiento axonal, la sinaptogénesis y el remodelamiento de los contactos sindpticos, asi
como la difusion de los componentes sinapticos. Entre los dias P7-P14, los componentes
tempranos de la red perineuronal son reemplazados por moléculas homdlogas y comienza la
formacion de la red perineuronal, la que participaria en la estabilizacion de los contactos
sinapticos, limitando la difusion lateral de los componentes de la sinapsis. La posibilidad de que
la MEC ejerza un rol activo en la sinaptogénesis viene dado por un estudio, realizado en pollo, ha
determinado que el versicano VO promueve la diferenciacion presinaptica de los axones de las
células ganglionales de la retina, mediante el reclutamiento de vesiculas sinapticas (Yamagata

and Sanes, 2005).

Las proteinas secretadas por la glia participan en la maduracion sinaptica en un proceso
paralelo a la formacion de la red perineuronal. Dentro de estas proteinas se encuentran los
glipicano-4 y -6 y las proteinas matricelulares TSPs, hevin y SPARC. Las proteinas
matricelulares poseen un perfil de expresion diferenciado en el tiempo y unas acciones sobre la
sinaptogénesis diferenciada. Para poder poner la accién de estas proteinas en el contexto de la
maduracion sindptica, y debido a la falta de informacion existente sobre la accion de estas
proteinas sobre la maduracion del terminal presinaptico, se ha tomado como referencia la escala

temporal de expresion de la red perineuronal.

En los modelos animales de raton, las TSPs son las primeras proteinas matricelulares en
alcanzar el nivel de maxima expresion, entre los dias PS5 — P10, coincidiendo con el periodo de
transicion entre la red perineuronal inmadura y la formacion de la red perineuronal. Hevin se
expresa entre los dias P1 y P21 dependiendo de la region estudiada, alcanzando la méxima
expresion a P15, coincidiendo con el periodo de formacion de la red perineuronal. Las TSPs y
hevin inducen la formacion de nuevos contactos sinapticos con una ultraestructura normal pero
funcionalmente silentes, indicando que estas proteinas serian necesarias para la formacién inicial
del terminal presindptico, pero no para la diferenciacion postsinaptica. Por otra parte, la proteina
matricelular SPARC se expresa entre P1 y P20, pero la accion de esta proteina en la maduracion
sinaptica no ha sido estudiada en profundidad, por lo que en este trabajo buscamos ampliar este

conocimiento y asi obtener una vision mas amplia de este cuadro resumen (fig. 17).
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Figura 17. Representacién esquematica de la expresion postnatal de la red perineuronal, TSPs, Hevin y
SPARC. Las barras negras representan el periodo de maxima expresion, las barras grises representan un incremento
o una disminucion en el nivel de expresion dependiendo si se representan antes o después del nivel maximo de
expresion, respectivamente.

Como se puede deducir de los datos anteriormente expuestos en el transcurso de esta
introduccion, existen diversas moléculas de la MEC que poseen un efecto sobre la maduracion y
la plasticidad sinéptica, cuyo estudio se ha centrado principalmente desde un punto de vista
postsinaptico, quedando pendiente el estudio en mayor profundidad de los cambios en el terminal
presinaptico. Durante el desarrollo de esta tesis caracterizaremos el efecto de SPARC sobre un
tipo de sinapsis colinérgica: las sinapsis autapticas formadas en cultivo por neuronas del ganglio
cervical superior. Como se detalla a continuacion, SPARC tiene un efecto caracteristico:

mantiene los terminales presindpticos en un estado inmaduro.
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OBJETIVOS

El objetivo general fue continuar el estudio de las observaciones previas del laboratorio,
para comprender el mecanismo molecular por el cual las células de la glia periférica modifican la
plasticidad sinaptica de las sinapsis autapticas nicotinicas. Para llevar a término este objetivo
principal, se plantearon los siguientes objetivos:

1) Caracterizacion del fenotipo de las células gliales periféricas en cultivo.

2) Puesta a punto de un sistema de deteccion, identificacion y cuantificacion de
proteinas secretadas por las células de la glia periférica en cultivo.

3) Estudio de la expresion en el ganglio cervical superior de la proteina de interés.

4) Estudio del efecto de la(s) proteina(s) identificada(s) sobre los depositos de vesiculas
sindpticas y la plasticidad sinaptica a corto plazo.

5) Estudio de la secrecion de la proteina de interés durante el desarrollo postnatal.
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MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos planteados se emplearon cultivos primarios de neuronas y de
células de Schwann obtenidas del ganglio cervical superior de rata, asi como lineas celulares no
neuronales. En los microcultivos autapticos de las neuronas aisladas del ganglio cervical superior,
una neurona individual hace contactos consigo misma, formando un circuito monosinaptico. En
este tipo de circuito, una misma neurona presenta el componente presinaptico y el postsinaptico,
permitiendo asi estudiar la actividad sinaptica con un solo electrodo de registro (Perez-Gonzalez
et al., 2008). Con este sistema se evita la interferencia de otras neuronas en el circuito sinaptico,
facilitando la interpretacion de los resultados obtenidos. Los microcultivos se establecen a partir
de neuronas obtenidas del ganglio cervical superior, debido a que contrariamente a las neuronas
del SNC, las neuronas del SCG neuronas requieren solamente NGF para crecer, permitiendo asi
la obtencion de microcultivos de neuronas en ausencia de células gliales. Esta caracteristica hace
que sea una preparacion unica para el estudio de la interaccion neurona-glia y de la accion de los

factores secretados por las células gliales sobre la neurotransmision.

En este apartado se explican las metodologias usadas para llevar a cabo los objetivos
planteados, detallandose principalmente aquellas puestas a punto en el laboratorio de
Neurobiologia. Las técnicas de uso més frecuente en un laboratorio de biologia celular, tales
como cultivo de lineas celulares, inmunofluorescencia y Western blot se explican brevemente en

este apartado, pero quedan detalladas en el anexo de protocolos.

1 Microcultivo de neuronas del ganglio cervical superior

Los cultivos primarios de neuronas se realizan de acuerdo al protocolo desarrollado en el
laboratorio de Neurobiologia (Perez-Gonzalez et al., 2008; Pérez Gonzalez, 2011). Las neuronas
se obtuvieron del SCG de ratas albinas Sprague-Dawley entre las edades postparto PO-P2. El
procedimiento fue aprobado por el Comité Etico de la Generalitat de Catalunya (DMAH #5131).

Para el cultivo primario de neuronas, se emplearon los siguientes materiales y soluciones

(figura 18-19, tabla 5):
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Material quirargico:
a) Pinzas Dumont Tweezers #55 (ref: 14099, World Precision Instruments Ltd, Gran
Bretafia).
b) Tijeras Superfine Vannas punta recta 8 cm de largo (World Precision Instruments Ltd,
Gran Bretana, ref: 501778).
c¢) Tijeras McPherson-Vannas punta curva 12 cm de largo (World Precision Instruments Ltd,
Gran Bretana, ref: 503364).

Material Casa Comercial Referencia
Cubreobjetos de 15 mm de diametro Thermo Scientific, Alemania
Placa para cultivo celular de 12 pocillos estéril TPP, Suiza 92012

Placas de Petri no estériles de 5,5 cm de diametro

Placa de Petri para cultivo celular de 10 cm de

diametro estéril TPP, Suiza 93100

Pipetas Pasteur de vidrio esterilizadas, modificadas

Jeringa de tres cuerpos estéril de 1 mL con aguja Rubilabor, Espafia 141.2001A
Camara de Neubauer

Frasco atomizador 12 ml Muji, Barcelona, www.muji.es 4945247030495

Tubo de centrifuga de 15 mL
Tubo Eppendorf de 1,5 mL

Tabla 5. Materiales empleados en el cultivo primario de neuronas

A B C

Figura 18. Material quirargico usado en la diseccion.

A) Pinzas Dumont Tweezers #55.

B) Tijeras Superfine Vannas, punta recta 8 cm de largo.

C) Tijeras McPherson-Vannas, punta curva 12 cm de largo.
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o Figura 19. Jeringa de tres cuerpo y frasco atomizador. A) Jeringa de tres

cuerpos, empleada para la resuspension y disgregacion de las neuronas B)
Frasco atomizador de 12 ml, empleado para la formacion de gotas de coldgeno
sobre cubreobjetos cubiertos con agarosa.

Soluciones:

Tampodn fosfato salino (PBS) estéril (ver soluciones, S4).
Solucién de colageno (ver anexo I).

Medio de cultivo de pre-incubacién

Medio de cultivo neuronal

DMEM:F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES
(Gibco®, ref: 11320-033)

20% (v/v) Suero fetal bovino (FBS)
(Invitrogen)

Sin antibioticos

DMEM:F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES
(Gibco®, ref: 11320-033)

2,5% (v/v) FBS (Invitrogen

2,5% (v/v) Suero de rata (RS)*.

0,5 ug/mL NGF-7S (Alomone Labs, Israel)®.

2 ng/mL CNTF (Alomone Labs, Israel) ¥,
adicionados a partir del segundo cambio de
medio.

1% (v/v) Penicilina-Estreptomicina (ref: PO781,
Sigma-Aldrich). La solucion comercial con
0.9% NaCL, cada mL de soluciéon contiene
10.000 unidades Penicilina / 10 mg
Estreptomicina.

* RS es facilitado por el estabulario del Campus de Medicina de Bellvitge, Universidad de Barcelona.
¥ La adicion de los factores de crecimiento al medio de cultivo, se realiza inmediatamente antes de efectuar el cambio

de medio

Antes de la extraccion de los SCG, los materiales de diseccion se esterilizan bajo luz

ultravioleta durante una hora y las crias de ratas, de una misma camada, se anestesian en un bafio

de hielo por 15 minutos. La extraccion del SCG se realiza bajo lupa de diseccion, en campana de

flujo laminar (Nuaire, modelo UN-201-330E) a temperatura ambiente. Durante la diseccion, la

cria de rata se mantiene fria (4 — 8° C), para asegurar la anestesia durante todo el proceso. La

diseccion comienza con una incision en forma de “Y” invertida al nivel de la traquea, con las

tijeras McPherson-Vannas, exponiéndose las glandulas salivares. Con las pinzas se diseccionan
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las glandulas salivares, dejando visible el musculo esternocleidomastoideo a ambos lados de la
trdquea. A continuacion se eliminan los tejidos adyacentes a ambos musculos, para dejar visible
las arterias cardtidas de ambos lados de la traquea. E1 SCG se ubica por debajo de la bifurcacion
de esta arteria. Con la ayuda de la tijera Superfine Vannas, se retira conjuntamente la arteria

carotida y el SCG, poniéndose en PBS estéril en una placa de Petri de 5,5 cm de didmetro a 4° C.

Al finalizar la extraccion de los ganglios de 10-12 crias de ratas, la arteria cardtida y el
ganglio nodoso se separan del SCG y se retira la capsula de tejido conectivo del SCG, para
reducir la presencia de fibroblastos en el cultivo. Los SCG limpios se pasan a una placa de Petri

de 5,5 cm de diametro con PBS estéril.

Los ganglios asi obtenidos, se ponen en 1 mL de soluciéon de 2,5 mg/mL de colagenasa
tipo A en PBS estéril, a 37° C durante 10 minutos, en un tubo eppendorff de 1,5 mL. Finalizado
este periodo, se elimina la colagenasa, quedando los SCG en el fondo del eppendorff, y se afiade
1 mL de solucién de 0,05% Tripsina-EDTA (Gibco®, ref: 25300-62), durante 20 minutos a 37°
C. Tras este tiempo, se retira la solucion de  Tripsina-EDTA y se adiciona 1 mL del medio de
pre-incubacion para inactivar la actividad enzimdtica. A continuacion, los SCG se traspasan a un
tubo de centrifuga estéril de 15 mL y se disgregan mecéanicamente haciéndolos pasar
repetidamente por las pipetas Pasteur a las cuales se les ha reducido previamente el diametro

mediante un mechero Bunsen.

Una vez disociadas las neuronas, éstas se traspasan a una capsula de Petri para cultivo
celular de 10 cm de didmetro, que contiene 10 mL de medio de pre-incubacion. La placa se deja
durante 60-90 minutos en incubador a 37° C y 8% CO2, para asi eliminar las células gliales. A
mayor tiempo de pre-incubacion, habra menor numero de células gliales en el cultivo resultante,
en donde 90 minutos de pre-incubacidn resultan en un cultivo con una presencia de células gliales

practicamente nula.

Transcurrido este paso intermedio, se recoge el medio, se transfiere a un tubo de
centrifugacion de 15 mL y se centrifuga durante 2 minutos a 200g a temperatura ambiente.
Terminada la centrifugacion, se retira el medio sobrenadante, el precipitado celular se resuspende
con 1 mL de medio de cultivo (ver més adelante) empleando las pipetas Pasteur modificadas y se
transfieren a un eppendorff de 1,5 mL. El nimero total de neuronas se calcula mediante una

camara de Neubauer. El medio que contiene las células en suspension se hace pasar tres veces por
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una jeringa estéril de 1 mL y las neuronas se resuspenden en el medio de cultivo a una

concentracion final de 2.500 neuronas/mL de medio de cultivo.

Finalmente, en el frasco atomizador, se realiza la mezcla de coldgeno y RPMI 10x
determinada previamente (ver preparacion de colageno, anexo I) y se rocia sobre los cubreobjetos
pre tratados con la solucion de agarosa al 0,15% en agua mQ (ver soluciones, S1 y S2). Los
cubreobjetos se encuentran en una placa de 12 pocillos. Para obtener unas gotas de colagenos
adecuadas para los microcultivos, la solucion de colageno se debe rociar desde una distancia de
unos 30-45 cm aproximadamente y disponer el atomizador unos 5 cm mas alto respecto a la placa
de cultivo. El colageno se rocia en uno o dos pulsos, sobre una mitad primero, para finalizar con
uno o dos pulsos sobre los cubreobjetos restantes, evitando la pulverizacion excesiva. Una vez
que las gotas de coldgeno se comienzan a tornar de un color blanco, a cada pocillo se le afade 1
mL de medio de cultivo con las neuronas en suspension, antes de que las gotas de colageno
adquieran una tonalidad blanca por completo, que es indicativo que el colageno se ha secado.

Este paso es importante, porque las gotas de colageno se deforman cuando éste se seca.

Transcurridos dos o tres dias del establecimiento del cultivo neuronal, el medio de cultivo
se reemplaza parcialmente. Basandonos en estimaciones previas del laboratorio, se asume que el
uso constante del incubador provoca una evaporacion de unos 100 pL/dia, por lo que de cada
pocillo se retiran 400 pL de medio, y se adicionan 600 pL. En este cambio de medio se adiciona
NGF 7-S y el factor de crecimiento CNTF. La concentracion de los factores de crecimientos en el
medio de cultivo fresco, es la necesaria para que alcancen una concentracion final de 500 ng/ml
de NGF 7-S y de 2 ng/mL de CNTF por pocillo. En el caso de las neuronas tratadas con SPARC
durante su desarrollo, se afilade SPARC suficiente para alcanzar una concentracion final de 10
ng/ml (~0,24 nM) 6 100 ng/mL (~2,4 nM). El cultivo neuronal se mantiene en estas condiciones
entre 2 y 3 semanas. Para disminuir la variabilidad de las respuestas entre los microcultivos, las
microislas seleccionadas para ser registradas correspondieron a islas con una gran cantidad de
procesos, con un tamafio de entre 100 y 300 um aproximadamente, las cuales al ser observadas al
microscopio con un objetivo de 40 aumentos se pueden abarcar casi por completo dentro del

campo visual (figura 20).
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Figura 20. Iméagenes de microcultivos SCM representativos empleados para este estudio. Barra de calibracion =
50 pm.

2 Cultivo celular masivo

Conjuntamente con los microcultivos de neuronas, durante el desarrollo de este trabajo se
establecieron cultivos primarios de glia periférica, asi como cultivos de las lineas celulares COS-

7y PYS-2. A continuacion se explican los protocolos empleados en el cultivo de estas células.

2.1.  Cultivo primario de células de glia periférica

El cultivo de células de glia periférica se realiza siguiendo el mismo protocolo usado para
el cultivo de neuronas, pero con algunas modificaciones. Los pasos correspondientes a la
extraccion y disgregacion del SCG se realizan sin ninguna modificacién. Una vez obtenido el
precipitado celular que contiene neuronas y glia, estas se resuspenden en 1 mL de medio de

cultivo para células gliales:

Medio de cultivo para células gliales:

e DMEM : F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES (ref: 11320-033,Gibco®).
e 5% (v/v) Suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen).
e 1% (v/v) Penicilina-Estreptomicina (ref: P0781, Sigma-Aldrich).

El numero total de células se calcula usando una cdmara de Neubauer y se afiaden al medio de
cultivo necesario para alcanzar una concentracion de 10.000 células/mL. De acuerdo al tipo de

placa de cultivo empleada, las células se siembran de la siguiente forma:
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a) En placa de cultivo de 12 pocillos, con cubreobjetos sin agarosa. En este caso, la mezcla
de colageno-RPMI se rocia repetidamente sobre los cubreobjetos, hasta observar una
pelicula de colageno en su superficie. Se esperan 5 minutos y se adiciona 1 mL de medio
de cultivo por cada pocillo.

b) En flascones de 25 cm®. Para este envase, 2 mL de la solucion colageno-RPMI se adiciona
a la placa y se extiende por toda la superficie, se espera 3-5 minutos aproximadamente y
se retira el exceso de coldgeno. Transcurrido 5-10 minutos, justo antes de que el coldgeno

se comience a secar, se adicionan 4 mL de medio de cultivo con las células gliales.

Para el mantenimiento del cultivo de glia periférica, se realiza un cambio parcial de medio
de cultivo cada 7-10 dias. Las células gliales alcanzan la confluencia al cabo de unas 3 semanas

aproximadamente.

2.2.  Obtencion de medios condicionados por células gliales

Los cultivos de células gliales se emplearon para el estudio y caracterizacion del fenotipo
de las células gliales presentes en el cultivo, y para la obtencion de medios condicionados
enriquecidos en factores secretados por la glia. También se obtuvieron medios de cultivos

enriquecidos por lineas celulares

Para la obtencion de los medios condicionados, se emplean células gliales o lineas
celulares a un 80% de confluencia, aproximadamente. Una vez alcanzada esta confluencia, las
células gliales se lavan 3 veces con PBS estéril, temperado previamente a 37° C, tras lo cual se
adiciona un medio de cultivo sin suero, de composicion definida (SF; del inglés serum free). El
SF empleado para las lineas celulares, correspondi6 a DMEM:F12, la composicion del SF

utilizado en los cultivos de células gliales, se detalla més adelante.

Para las células gliales, el medio condicionado se recoge a los 7 dias, el medio
condicionado de las lineas celulares, se recoge segun se indica en los resultados. Una vez
obtenido el medio condicionado, éste se pone en tubo(s) de centrifuga de 15 mL y se centrifuga a
3000 g por 10 minutos, para eliminar los restos celulares. El medio sobrenadante se traspasa a

tubos concentradores centricon con un corte nominal de 10 KDa con una capacidad de 4 mL
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(Amicon Ultra-4, Millipore, ref: UFC801024) o de 15 mL (Amicon Ultra-4, Millipore, ref:
UFC901024) y se centrifugan a 3327 g durante 15-30 minutos, obteniéndose un medio 8-20

veces concentrado. El medio condicionado resultante se guarda a -80° C hasta su posterior uso.

Medio de cultivo sin suero (serum free, SF):

e DMEM: F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES (Gibco®, ref: 11320-033).
e Transferrina, 0,1 mg/mL (Sigma-Aldrich, ref: T1283).

e  Progesterona, 60 ng/mL (Sigma-Aldrich, ref: P8783).

e Putrescina, 16 pg/mL (100 uM) (Sigma-Aldrich, ref: P5780).

e Insulina, 5 pg/mL (Sigma-Aldrich, ref: 10516).

e Selenito de sodio, 160 ng/mL (30 nM) (Sigma-Aldrich, ref: S5261).

e Triyodotironina, 10 ng/mL (Sigma-Aldrich, ref: T6397).

e Forskolina, 20,5 mg/mL (50 pM) (Calbiochem, ref: 344273).

e  Glutamina, 1,4 mM

e Penicilina/Estreptomicina 1%(v/v) (Sigma-Aldrich, ref: PO781).

2.3. Cultivo de lineas celulares

Dentro de este estudio, se emplean dos lineas celulares distintas: células COS-7 y células
PYS-2. Estas lineas celulares, como todas las lineas celulares empleadas en investigacion, han
sido inmortalizadas, pudiendo proliferar indefinidamente cuando se cultivan en condiciones

adecuadas.

La linea celular COS-7 (ATCC codigo CRL-1651™), es una linea celular epitelial de
rifion, obtenida del mono Cercopithecus aethiops. Esta linea celular se emplea para el estudio del
efecto de la secrecion directa de SPARC sobre los microcultivos y su consecuencia en la

neurotransmision.

La linea celular PYS-2 (ATCC, codigo CRL-2745™)  es una linea celular epitelial de
saco vitelino (Yolk sac), obtenida de raton (mus musculus). Esta linea celular se emplea para la
obtencion de SPARC, dado que se ha demostrado que esta linea celular es una fuente

reproducible de SPARC bioldgicamente activa (Sage, 2003).

Para las lineas celulares, se emplea un medio de cultivo con 10% de suero:
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Medio de cultivo para lineas celulares (medio completo):

e DMEM: F12 (1:1), con Glutamina y sin HEPES (Gibco®, ref: 11320-033).
e 10% (v/v) Suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen).
e 1% (v/v) Penicilina-Estreptomicina (Sigma-Aldrich, ref: PO781).

El cultivo de las lineas celulares se realiza a partir de alicuotas de células congeladas en
nitrogeno liquido. La alicuota se descongela y se transfiere a 5 mL de medio de cultivo con 10%
de suero contenido en un flascén de 25 cm®. Las células se mantienen en cultivo en un incubador
a 37° C en una atmosfera de CO, al 5%. El medio de cultivo se cambia cada 2-3 dias. Cuando las
células alcanzan la confluencia, se realiza un pase de células para mantener la viabilidad celular.
Las lineas celulares se criopreservaron en nitrogeno liquido, en un medio completo con 5 % (v/v)

de DMSO.

3 Técnica de inmunofluorescencia

La visualizacion de proteinas de interés en los microcultivos neuronales, en los cultivos
primarios de glia y en los cortes histologicos del SCG se realiza mediante inmunofluorescencia.
Las células se fijan en una solucion de paraformaldehido al 4% y se permeabilizan con Tritén

X100. A continuacidn se indican los anticuerpos primarios y sus concentraciones:

Anticuerpo Primario Origen Concentracion Casa Comercial (referencia)
Anti-S1003 conejo 1: 750 DakoCytomation (Z0311)
Anti-S100B raton 1: 500 Abcam (ab8330)
Anti-NICD conejo 1: 100 Abcam (ab52301)
Anti-MBP conejo 1: 100 Sigma (M3821)

Anti-Gal C raton 1: 100 Millipore (MAB342)
Anti-Bassoon raton 1: 1000 Assay Design
Anti-Sinaptofisina raton 1: 500 Synaptic Systems (101-011)
Anti-SPARC cabra 1: 500 R&D Systems (AF942)

Las preparaciones se incuban durante toda la noche a 4° C. Posteriormente las
preparaciones se incuban con los anticuerpos secundarios especificos a una dilucion 1:500,

conjugados con fluorocromos Alexa 488 o Alexa 555 (Molecular Probes). Los nucleos celulares
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se marcan con To-Pro 3 (Invitrogen) o con DAPI (Sigma-Aldrich). (Ver anexo I para mas

detalles).

Segln el requerimiento de los experimentos, las muestras se observan en: 1) Microscopio
Zeiss, modelo Axio Examiner.Al, acoplado a una cdmara AxioCam MRc5. Las imagenes fueron
adquiridas con el programa AxioVision version 4.7. 2) Microscopio confocal Leica TCS-SL
(spectral confocal) y las imagenes adquiridas con el programa Leica Confocal Software (LCS), en

los Servicios Cientificos Técnicos de la Universidad de Barcelona.

4 Cuantificacion del niumero de contactos axosomaticos en un microcultivo

La cuantificacion de los terminales presinapticos se realiza en aquellas neuronas marcadas
para bassoon y sinaptofisina. La cuantificacion se realiza mediante el programa gratuito Image J,
en secciones de confocal. La sinapsis fue definida como una estructura redonda en donde los dos
marcadores colocalizan con un area aparente de 0,3 a 3 pum® la cual estd presente en 3 a 5
secciones consecutivas del confocal, lo que abarca aproximadamente 0,9 a 1,5 pm. El

procedimiento fue el siguiente:

La region del soma se delimita en la imagen correspondiente al campo claro. Para cada
canal se elimina la sefal de fondo y se realiza una proyeccion maxima. Los canales
correspondientes a las proyecciones maximas de bassoon y de sinaptofisina, junto con la imagen
de una seccién de campo claro, se juntan en un solo canal y se contabilizan las colocalizaciones
que se encuentran dentro del soma. Para cada seccion de confocal, se comprueba que las
colocalizaciones identificadas cumplan con los criterios establecidos y aquellos que cumplen

estos criterios se contabilizan como sinapsis.
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5 Electrofisiologia

Los microcultivos permiten generar un potencial de accion y registrar la respuesta

postsinaptica empleando un tnico electrodo. El estudio de la neurotransmision se realiza con la

técnica de fijacion de voltaje (Voltage-Clamp).

5.1. Experimentos de Patch Clamp

El voltaje de membrana de las neuronas en microcultivo, se fija a -60 mV y una vez que la

neurona se encuentra en la configuracion whole-cell, se aplica un pulso despolarizante para

inducir la apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje y asi generar un potencial de

accion y evocar un potencial postsinaptico. Debido a las caracteristicas del modelo empleado, la

corriente de entrada de sodio asociada al potencial de accidn y la corriente postsinaptica evocada

son registradas (figura 21)

Im (nA)

2.0

AN

T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5

Tiempo (s)

0.6

Figura 21. Registro electrofisiolégico. Trazo
representativo de un registro obtenido en una
neurona autaptica, en el modo de fijacion de
voltaje. 1) Corriente de entrada de sodio
asociada al potencial de accién, generada al
aplicar un pulso despolarizarte en la neurona
(flecha). 2) Corriente autaptica postsinaptica
asociada a la entrada de sodio y calcio ligados a
la respuesta de los receptores colinérgicos
postsinapticos. La corriente basal de la neurona
se representa por la linea roja discontinua, valor
que se substrae, ajustando la corriente basal a 0
pA (linea negra discontinua), para asi obtener el
valor de la corriente evocada. Tipicamente el
valor de la corriente basal es < 3% y nunca
superior al 10% de la corriente evocada.

Para realizar los registros, los cubreobjetos con microcultivos de neuronas de entre 13 y

18 dias de cultivo in vitro (DIV) se ponen en una camara de registro con un compartimento de

perfusion en forma de diamante, disefiado para cubreobjetos redondos (Warner Instruments,

Hamden, USA, modelo RC-25F). En el compartimiento de perfusion de la cdmara, se monta un

electrodo clorado, que se usa como electrodo de referencia. Los registros de fijacion de voltaje se

efectuan con un amplificador EPC-9 (HEKA, Lambrecht, Alemania) controlado por el programa
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PULSE (HEKA, Lambrecht, Alemania). Los experimentos se desarrollaron a temperatura

ambiente (21-25° C).

Para los registros, se emplean pipetas de borosilicato con filamento interno (Harvard
apparatus) fabricadas con una forja horizontal (modelo P-97, Sutter Instrument, USA). La
resistencia de las pipetas utilizadas es de 3-4 MQ cuando estan llenas de solucion interna.
Durante los registros, las neuronas son constantemente perfundidas con solucion externa. Entre

cada estimulacion, se espera un minimo de 30 segundos.

Solucién externa (en mM)

Solucién interna (en mM)

130 NaCl

2,7KCl1

10 mM Hepes hemisodium salino
2 MgCl, ™V

2 CaCl, @

10 mM Glucosa

(1): A partir de solucion comercial MgCl, 1M

130 Gluconato de potasio
10 HEPES

0,02 BAPTA

3 Na,ATP

1 NaGTP

2 MgCl, ¥

(1): A partir de solucion comercial MgCl, 1M

(2): A partir de solucion comercial CaCl, 1M

Para la solucion externa, el pH se ajusta a 7,4 y la osmolalidad se ajusta a 290 mOsmol

Kg', antes de adicionar glucosa y calcio. La osmolaridad aumenta a 300-3002 mOsmol Kg™

cuando se afiaden la glucosa y el calcio.

Para la solucién interna, el pH se ajusta a 7,2, mediante la adicion de KOH en solucion.

La osmolalidad se ajusta a 290 mOsmol-Kg™.
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5.2.  Anadlisis de registros de la respuesta evocada

La cuantificacion de la respuesta evocada, se realiza mediante la cuantificacion del valor
maximo, en términos absolutos, de la corriente postsinaptica excitatoria (EPSC, por su acronimo
del inglés Excitatory Postsynaptic Current), que en nuestro caso corresponde a la corriente
autaptica. El andlisis se efectia mediante macros escritas en el programa IGOR 6.0.

(Wavemetrics, Oregon, USA).

Para cuantificar la amplitud de la corriente, se substrae previamente la corriente basal del
registro (figura. 21). Tipicamente, la corriente basal es < 3% — 10% > del valor de la corriente
evocada. No se consideran los registros con un valor basal mayor al 10% de la corriente evocada
o mayor a 300 pA. En las graficas, los valores promedios son representados como el promedio +

error estandar.

5.3.  Anadlisis de registros de la respuesta espontanea

El analisis de las corrientes postsinapticas excitatorias miniaturas (mEPSC o minis, figura.
22), consiste en la cuantificacion de la amplitud y en el calculo de su frecuencia. El valor de
amplitud minimo de un mEPSC se estima en 20 pA, que corresponde aproximadamente tres

veces la desviacion estandar del ruido.

7

Figura 22. Trazo representativo de un registro de
|50 pA las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura
1s observados en nuestra preparacion.
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6 Microscopia electrénica de transmision correlativa con la electrofisiologia

Para estudiar el efecto de SPARC sobre los terminales presinapticos, cuando se adicionan
concentraciones nanomolares de esta proteina matricelular durante el desarrollo, se realiza un
estudio de microscopia electronica de transmision correlativa con los registros electrofisiologicos.
Este protocolo nos permite para cada neurona individual correlacionar el registro

electrofisioldgico con un terminal presindptico especifico.

Las neuronas empleadas en esta metodologia, se cultivan sobre cubreobjetos de
thermanox (Thermo Scientific, ref: 174969) y se registran a los 14-18 DIV. Los protocolos
aplicados corresponden a pulsos pareados con un tiempo de intervalo de 1 segundo, con un
maximo de 5 estimulaciones por registro. Tras el ultimo protocolo aplicado, se espera un tiempo
de recuperacion de 3 minutos. Una vez finalizado el registro, se obtiene una imagen de campo
claro de la neurona, para su posterior identificacion (figura 24A) y la neurona se fija con una
solucion al 2,5% de glutaraldehido en PB 0,1M, pH 7,4 , por 15 minutos, al cabo de los cuales se
reemplaza el fijador por una solucion de fijador fresca y se deja durante 2 horas a 4°C. Una vez
finalizada la fijacion, la microisla se identifica bajo microscopio (figura 24B) y con un bisturi, se

marca un area alrededor de la microisla, para su posterior identificacion.

La neurona se transporta al servicio de microscopia electronica del Servicio Cientifico-
Técnico (SCT) de la Universidad de Barcelona (Campus Casanova), en donde se procesa la

muestra para microscopia electronica de transmision.

Una vez que la muestra estd en el SCT, el personal de este servicio lava la muestra con PB
0,1 M pH (ver soluciones, S5), por tres veces de 10 minutos cada uno. Tras el lavado, la muestra
se postfija con una solucion de 1% tetroxido de Osmio/ 0,8% ferrocianato de potasio en tampdn
fosfato 0,1 M, por 1 hora a 4° C. Después de la postfijacion, la muestra se lava tres veces con
agua destilada a 4°C, de 10 minutos cada uno y se deshidrata a 4°C en pasos sucesivos, desde un
25% al 100% de acetona, Una vez deshidratada, la muestra se infiltra con resina sintética (Spurr)
en pasos sucesivos del 25% al 100% spurr, a temperatura ambiente. Una vez que la muestra esta
infiltrada, se recorta la zona del cubreobjeto que contiene la neurona previamente delimitada, se
gira cara abajo y se pone sobre un bloque de resina sintética (Spurr) previamente polimerizado, el

cual contiene resina liquida en la cara superior, haciéndola coincidir con la cara del cubreobjeto
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que contiene la neurona (figura 23). El bloque que contiene la neurona, se deja polimerizando por

48 horas en una estufa a 60° C.

AGAROSA

RESINA

RESINA

AGAROSA

RESINA

Figura 23: Esquematizacion de la formacion del bloque de resina con la muestra. A) esquematizacion de la
disposicion de la muestra, una vez finalizada la inclusion. B) esquematizacion de la disposicion de la muestra en el
bloque de resina. Notese que la muestra se ha puesto cara abajo en un bloque de resina previamente polimerizado.

Una vez formado el bloque, se retira el trozo de cubreobjeto, se identifica la zona del
bloque que contiene la neurona (figura 24 C y D) y se procede a realizar cortes semifinos de 1 uym
hasta llegar a la neurona. Luego de alcanzar la neurona, se contintia con cortes ultrafinos de 60
nm. Los cortes se realizan con un ultramicrétomo Reichert-Jung Ultracut E. Los cortes semifinos
se tifien con azul de tolueno y los cortes ultrafinos se tifien con acetato de uranilo (Fig. 24 E y F).
Los cortes se observan en un microscopio de transmision JEOL 1010 + Bioscan (Gatan), en
donde la identidad de la neurona se confirma a bajos aumentos (Fig. 24 F). La cuantificacion del
numero de vesiculas y su localizacion, se realiza en imagenes obtenidas a un aumento de 80-
150K. La zona activa del terminal presinaptico se identifica como la porcion de membrana
plasmatica del botén opuesta a la densidad postsindptica. Las vesiculas sindpticas se consideran
ancladas cuando no se puede resolver la distancia entre la membrana vesicular y la membrana

plasmatica.
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@
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Figura 24. Identificacion de la muestra en el protocolo de microscopia electrénica correlativa. A ,B)
Micrografia de un SCM tomada luego de realizar los protocolos de registros electrofisiologicos. C) Imagen del SCM
una vez incluido en un bloque de resina, las marcas que se aprecian en torno a la microisla corresponden a la
delimitacion realizada con bisturi. D) Imagen ampliada de la misma zona, donde se aprecia mas claramente la
morfologia de la neurona. E) Corte semifino, tefiido con azul de tolueno. F) Corte ultrafinos, tefiido con acetato de
uranilo, donde se puede certificar la identidad de la neurona al observarla a bajo aumento.
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7 Modificacion genética de células en cultivo

La transfeccion es uno de los métodos mas empleados para introducir acidos nucleicos en
c¢lulas eucariotas sin la utilizacion de agentes virales. Con este método, se consigue introducir en
la célula, moléculas de carga negativa (como ADN o ARN), a través de la membrana celular, que
también tiene una cargada negativa. El empleo de fosfato de calcio (Kingston et al., 2003),
dietilaminoetanol-dextrano (Gulick, 2003) o de reactivos basados en lipidos (Dean and
Gasiorowski, 2011), envuelven el ADN, neutralizando su carga negativa o incluso creando un
complejo con una carga neta positiva (figura 25). Este proceso facilita la internalizacién del
complejo formado entre el ADN y los reactivos empleados. El método més usado para realizar
cotransfecciones, es el empleo de liposomas catidnicos, método que ha experimentado grandes
progresos desde el reporte inicial de Felgner y colaboradores, en 1987. Mediante el uso de este
ultimo método, se han sobreexpresado proteinas en las células COS-7, empleando el reactivo
comercial Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen), siguiendo el protocolo sugerido por la casa
comercial, empleando una relacion de ADN (pg): Lipofectamina (L) de 1:0,5, obteniéndose una

eficiencia del 50% en las células COS-7 y un 2% en las células de la glia periférica.
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Para estudiar el efecto en la neurotransmision de la liberacion localizada de SPARC sobre
las neuronas, se emplearon células COS-7 transfectadas simultineamente con dos constructos,
uno correspondiente a GFP y otro correspondiente a SPARC en una relacion 1:4. Como grupo
control se emplean células COS-7 transfectadas solamente con el constructo de GFP. Si las
células transfectadas se emplean para traspasarlas sobre las microislas, tras la transfeccion se les
adiciona medio de cultivo para células gliales, si se traspasan a las microislas. Si las células se
utilizan para cuantificar la produccion de proteinas, se les adiciona medio de cultivo DMEM:F-12

(Gibco®, ref: 11320-033).

8 Andlisis de proteinas en los medios condicionados.

El andlisis de proteinas presentes en el medio condicionado por células de la glia
periférica o por células COS-7 transfectadas, se realiza mediante diversas técnicas. Para el
analisis inicial de los sobrenadantes, se recurre a la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida, concretamente del tipo SDS-PAGE (por su acrénimo del inglés Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), empleando geles de una dimension y de dos
dimensiones. En los geles de una dimension, las proteinas se separan de acuerdo a su tamafio (ver
anexo | para mas detalles); en los de dos dimensiones las proteinas se separan de acuerdo a su
punto isoeléctrico (PI) y peso molecular (ver anexo I para mas detalles). Las proteinas separadas
por bandas de proteinas se identificaron mediante tincion de Coomassie o tincion de plata (Ver

anexo I para més detalles).

Los geles de dos dimensiones se utilizan para lograr una mejor resolucion de las proteinas
presentes en los medios condicionados por las células de la glia periférica. Debido a que las
proteinas son moléculas amfotéricas, éstas presentan una carga neta negativa, positiva o neutra
dependiendo del pH del medio en el que estén disueltas. En la primera dimensién, de un gel de
dos dimensiones, las proteinas se separan de acuerdo a su PI, el que corresponde al pH en el cual
la proteina no presenta una carga neta. Esta separacion se consigue poniendo la muestra en un gel
con un gradiente de pH, al cual se le aplica una diferencia de potencial que moviliza las proteinas
hacia el pH en donde no presentan carga neta (figura 26). Una vez que las proteinas han sido
separadas por su punto isoeléctrico en la primera dimension, se procede con la segunda

dimension, donde se separan por su masa (figura. 27). Las proteinas de interés identificadas en
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los geles 2D, se recortan con una hoja de bisturi estéril, se guardan en un eppendorff con agua
mQ y se envian a secuenciar por MALDI-TOF al servicio de protedomica de los Servicios

Cientifico-Técnicos de la Universidad de Barcelona.

A) pH 3 pH 10

(+) ()

9, Q‘

B) pH 3 pH 10

(+) ()

8.5
8.5

Figura 26. Gel de dos dimensiones: isoelectroenfoque (primera dimension). La primera dimension se realiza
sobre una tira que contiene un gel que posee un gradiente de pH, sobre el cual se aplica la muestra. A)
Representacion de una muestra cargada en la primera dimensién, antes del isoelectroenfoque. En este estado
inicial, las moléculas se distribuyen a lo largo de toda la tira, independientemente de su tamafio o de su punto
isoeléctrico. El isoelectroenfoque se consigue situando la tira sobre un soporte con electrodos, en donde el extremo
acido de la tira se coloca sobre el anodo, y el extremo basico sobre el catodo. Al aplicar una diferencia de potencial,
las moléculas que se encuentren en regiones en donde el pH es inferior a su punto isoeléctrico, tendran una carga
positiva y migraran hacia el catodo, mientras que aquellas que se encuentren en zonas de pH superiores a su punto
isoeléctrico estaran cargadas negativamente, por lo que migraran hacia el anodo. La migracion de las moléculas se
realiza hasta encontrarse en la zona donde el pH es igual a su P1. .B) Representacién de una muestra cargada en la
primera dimension, después del isoelectroenfoque. Las moléculas se distribuyen a lo largo de la tira dependiendo
de su punto isoeléctrico e independientemente de su tamano.
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A) pH3 pH 10

8.5
e 8.5

B) pH3 pH 10

Figura 27. Gel de dos dimensiones: gel de poliacrilamida (segunda dimension)

A) Una vez separadas las proteinas por su punto isoeléctrico, la primera dimensién se pone sobre un gel de
poliacrilamida. Este punto representa el estado previo a la electroforesis. B) Esquema donde se representa un gel de
dos dimensiones luego de realizar la electroforesis. Notese que en este punto las proteinas quedan separadas tanto por

su punto isoeléctrico como por su tamafio.
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9 Deteccion y cuantificacidn de proteinas en los medios condicionados

Las proteinas presentes en el medio condicionado, fueron detectadas y cuantificadas

mediante Western blot, Dot blot y ELISA.

9.1. Técnica de Western blot.

La confirmacion de la presencia de SPARC en los medios condicionados y la
cuantificacion inicial de la produccion de SPARC, se realiza mediante Western blot (ver anexo I
para mas detalles), empleando el anticuerpo policlonal contra SPARC (R&D Systems.
Minneapolis, AF942) a una concentraciéon 1:500, seguido por un anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Dako, Dinamarca, P 0160) a una dilucion 1:500. El
Western blot se revela con reactivos quimioluminescentes del ECL (Enhanced
Chemilluminescence) (GE Healthcare), y la sefial luminiscente se adquiere en el aparato
“Luminescent Image Analyzer LAS-3000” (Fujifilm), mediante el programa “ImageReader LAS-
30007

9.2. Técnica de Dot blot

La técnica de Dot Blot permite una inmovilizacion rapida de proteinas en membranas de
nitrocelulosa, permitiendo una répida deteccion e identificacién. Por estas caracteristicas, se
empled la técnica de Dot Blot para la identificacion de SPARC en las distintas fracciones
obtenidas por HPLC, utilizando el aparato “Bio-Dot ® Microfiltration Apparatus” (Bio-Rad,
Hercules, CA; ref: 170-6545). Se adicionan 20 puL de muestra en 180 pL de TBS sobre una
membrana de nitrocelulosa previamente humedecida con TBS y se deja secar. Posteriormente la
membrana se bloquea y se contintia con el procedimiento descrito para el Western blot (ver anexo

I para mas detalles).
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9.3. Técnicade ELISA

La cuantificacion de SPARC en distintos medios se realizd por la técnica de ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas, ELISA (por su acronimo del inglés, Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay).

Las primeras cuantificaciones se realizaron con un “kit” de ELISA contra Osteonectina,
(Uscn, China, ref: E90791Ra). La eleccion de este kit, fue porque el rango dindmico de deteccion
informado es de 0,156-10 ng/mL, mucho mas bajo que el de otras casas comerciales, y con el

cual podriamos detectar la concentracion de SPARC estimada a partir de los Western Blot.

En nuestras muestras, y siguiendo las indicaciones del fabricante, el kit de ELISA solo
detect6 SPARC presente en suero, no nos detectdé el SPARC de los medios condicionados por
células de Schwann y de células COS-7. Por ello, el siguiente paso fue la elaboracion propia de
un método de ELISA por el método “sandwich”, con la utilizacion de una combinacion entre los
siguientes anticuerpos: a) anticuerpo policlonal de cabra contra SPARC (R&D Systems,
Minneapolis, AF942), b) anticuerpo policlonal de conejo contra SPARC, secuencia
TCDLDNDKYIALDEW (Abcam, Cambridge, UK, ref: Ab14177) y ¢) anticuerpo monoclonal de
raton contra SPARC (“full lenght”, Abcam, Cambridge, UK, ref: Ab61383), en combinacidon con
los secundarios respectivos. Pero como ninguna combinacioén de anticuerpos dio una sefial lineal
para la curva estdndar, por lo que se procedid a la puesta a punto de un ensafio de ELISA

indirecto (anexo I).

El método de ELISA indirecto se basa en la adsorcion pasiva del antigeno sobre una
superficie, adicion de un anticuerpo especifico contra el antigeno, adicion de un segundo
anticuerpo contra la especie del primer anticuerpo para finalizar la cuantificaciéon por un método
colorimétrico, en donde se adiciona un sustrato enzimatico que al reaccionar con una enzima
peroxidasa, genera un producto de color marrén-anaranjado cuya absorcion se puede leer a 450

nm. (Crowther, 1995). En la figura 28 se representa un esquema del protocolo empleado.
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O ., L.
1. @ Adsorcion de la muestra en la fase sélida
2. @ Bloqueo de uniones inespecificas

Adicion de Inmunoglobulinas conjugadas

con peroxidasa

Adicién de sustrato enzimatico

Figura 28. Representacion esquematica de un protocolo de ELISA. Entre cada paso, se realiza un lavado para
eliminar las proteinas no adsorbidas (para el caso de 1 y 2) 6 para eliminar los anticuerpos que no se han unido
especificamente (para los casos 3 y 4).
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10 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Uno de los objetivos planteados para esta tesis doctoral, es la puesta a punto de un sistema
de deteccion e identificacion de las proteinas secretadas por las células de la glia periférica, para
lo cual se empled un método de separacion de proteinas mediante HPLC. Debido a que SPARC
fue identificada como nuestra proteina de interés, adaptamos un protocolo de purificacion de
SPARC utilizando la linea celular PYS-2. El protocolo empleado es una modificacion de los
métodos de purificacién ya descritos por Sage y colaboradores (Sage et al., 1989; Sage, 2003),

que consiste principalmente en tres etapas sucesivas, detallados en el anexo I:

6.1 Recoleccion y Precipitacion del medio de cultivo enriquecido en SPARC.
6.2 Cromatografia de intercambio i6nico.

6.3 Cromatografia de exclusion molecular.

Los pasos 2 y 3 se realizan mediante la técnica conocida como Cromatografia liquida de
alta eficiencia o HPLC, por su acronimo del inglés “High performance liquid chromatography”.
El HPLC es una técnica de cromatografia en columna utilizada para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias

analizadas y la fase estacionaria presente en la columna cromatografica.

En la cromatografia de intercambio i6nico, las moléculas son separadas en funcion de la
carga neta, aprovechando la propiedad amfotérica de las proteinas, que muestran una relacion
directa entre la carga neta que presentan y el pH del medio en que se encuentran. Una proteina
que se encuentra en un medio con un pH equivalente a su punto isoeléctrico (PI), no presenta
carga, por lo que no interactua con la fase estacionara. Por el contrario, cuando el pH del medio
es mayor a su PI, la proteina se encontrard cargada negativamente y se unird a una fase
estacionaria con carga positiva o intercambiador anidnico; y en un medio con un pH menor a su
PI, la proteina presentard una carga neta positiva, por lo que se unird a fases estacionarias

cargadas negativamente o intercambiador cationico.
La Cromatografia de exclusiéon molecular, también conocida como cromatografia por

filtracion en gel, separa las particulas de la muestra en funciéon de su tamafio. En esta

cromatografia, los polimeros que componen la fase estacionaria forman una red tridimensional
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porosa, por la que atraviesan las moléculas presentes en la muestra. Por lo tanto, las moléculas
con un tamafio mayor al del poro de la fase estacionaria eluyen primero y aquellas moléculas con

un tamafio menor, eluyen mas tarde.

11 Soluciones

S1. Solucion de agarosa al 0,15% (p/v):

Se prepara en agua mQ
0,06 g de Agarosa tipo II (Sigma-Aldrich).
40 mL de agua mQ.

Se calienta en microondas a maxima potencia, por unos 20 segundos, evitando que hierva. Se saca del microondas, se
agita hasta disolver la agarosa. Calentar nuevamente si es necesario.

S2. Cubreobjetos revestidos con agarosa:

Cubreobjetos de 15 mm, almacenados en solucion de etanol al 70% (v/v), se lavan con agua mQ estéril y se ponen en
una placa de 12 pocillos. Una vez los cubreobjetos se han secado, se les adiciona la solucion de agarosa al
0,15%(p/v) en cantidad necesaria para cubrir los cubreobjetos (~ 500 — 700 uL). Esperar aproximadamente 2-3
minutos y retirar el exceso de solucion de agarosa, comprobar la formacion de la capa de agarosa. Repetir el proceso
de ser necesario.

S3. Tampoén fosfato 0,2 M (PB 0,2M):

El tampon fosfato esta formado por una solucién A y una solucion B en una relacion A/B = 19/81, llevandolo a un
pH de 7,4.

e Solucion A (acida): 0.2 M fosfato sddico monobasico (NaH,POy).
e Solucion B (basica): 0.2 M fosfato sddico dibasico (Na,HPOy).

Una vez preparadas las soluciones A y B, se vierte la solucion A sobre la solucion B, en agitacion, hasta alcanzar un
pH de 7,4.

S4. Tampoén fosfato salino (PBS):
Se prepara en agua mQ, a partir de PB 0,2M:

e 10mMPB.
e 150 mM NaCL.
e 2. 7mMKCIL

S5. Tampoén fosfato 0,1 M (PB 0,1M)

Se prepara una solucion al 50%(v/v) de PB 0,2M, en agua mQ. Se comprueba el pH y se ajusta a 7,4 de ser
necesario.
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S6. Tampon de carga:

Se prepara en agua mQ:
e 120 mM de Tris-HCl a pH 6.8.
e 40% (v/v) de solucion 10% SDS.
e 20% Glicerol.
e 0,004% de Azul de bromofenol.
e  [- Mercaptoetanol.

S7. Solucion tefiidora Coomasie:

Se prepara en agua mQ:
e 25% (v/v) de isopropanol.
e 10% (v/v) de acido acético glacial.
e 0,15% (p/v) de colorante Coomasie brilliant blue R250.

S8. Solucion destenidora turbo:

Se prepara en agua mQ:
e 25% de isopropanol.
e 10% (v/v) de acido acético glacial.

S9 . Tampdn concentrador

Se prepara en agua mQ:
e 0,5M TrisHCl a pH 6.8.

S10. Gel Concentrador SDS-PAGE (fase concentradora):

Se prepara en agua mQ:
e 4% acrilamida/bisacrilamida.
e 25% (v/v) Tampon concentrador.
e 0,1% N,N,N'N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED).
e 0,2% persulfato de amonio.

S11. Tampon separador

Se prepara en agua mQ:
e 1,5M Tris'HCl a pH 8.8.
e 0,1% SDS.

S12. Gel separador SDS-PAGE (fase separadora):

o  8-12% acrilamida/bisacrilamida.

o 25% (v/v) Tampon concentrador.

e 0.1% N,N,N'N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED).
o 0,2% persulfato de amonio.
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S13. Tampon de electrodos (1x):

El tampon de electrodos (1x) se prepara en agua mQ, diluyendo 10 veces el tampon de electrodos 10x. Para 1 L final
de solucion:

e 100 mL tampo6n de electrodos 10x.
e 900 mL de agua mQ.

S14. Tampon de electrodos (10x):

Se prepara en agua mQ:
e 1,92 M de Glicina.
e (0,25 M de Tris-HCI
e 1% (p/v) de SDS. A partir de solucion 10% (p/v) SDS

S15. Tampon de equilibrio para geles 2D

Compuesto Concentracion final

Urea (PM: 60,06) 6 M.

Tris-HCI, pH 8,8 75 mM.

Glicerol 29.3% (v/v)

SDS (PM: 288,38) 2% (p/v)

1% bromofenol (stock)  0.002% (p/v)

Agua mQ necesaria para completar 200 mL.

Se almacenan en alicuotas de 20 — 50 mL.

S16. Tampon de equilibrio con DTT 2%

Compuesto Concentracién final

Urea (PM: 60,06) 6 M.

Tris-HCI, pH 8,8 75 mM.

Glicerol 29.3% (v/v)

SDS (PM: 288,38) 2% (p/v)

1% bromofenol (stock)  0.002% (p/v)

DTTx* 2% (p/v).

Agua mQ necesaria para completar 200 mL.

* El DTT se adiciona inmediatamente antes de usar el tampon

S17. Tampon de equilibrio con IAA al 2%

Compuesto Concentracion final

Urea (PM: 60,06) 6 M.

Tris-HCI, pH 8,8 75 mM.

Glicerol 29.3% (v/v)

SDS (PM: 288,38) 2% (p/v)

1% bromofenol (stock)  0.002% (p/v)

IAA 2% (p/v).

Agua mQ necesaria para completar 200 mL.

* E]1 TAA se adiciona inmediatamente antes de usar el tampon
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S18. Solucién stock de azul de Bromofenol al 1% (p/v)

Compuesto Concentracion final

Azul de bromofenol 1% (p/v)

Tris-HCI, pH 8,8 50 mM.

Agua mQ necesaria para completar 10 mL.

S19. Tampon de transferencia (1x).

El tampoén de transferencia (1x) se prepara en agua mQ, haciendo una dilucion 1/10 del tampoén de electrodos 10x y
afiadiendo un 20% (v/v) de metanol. Para 1 L final de solucion:

e 100 mL tampon de transferencia 10x.

e 200 mL de metanol.

e 700 mL de agua mQ.

S20. Tampon de transferencia (10x).

Se prepara en agua mQ:
e 1,92 M de Glicina.
e (,25M de Tris.

S21. Solucién de tiosulfato de sodio al 2% (p/v)

Se prepara en agua mQ:
e 2g. Tiosulfato de sodio
e  Agua mQ necesaria para completar 100 mL

S22. Solucién fijadora (protocolo tincion de plata)

Se realiza en agua mQ, para un volumen final de 50 mL:
e 15mL etanol
e mL 4cido acético glacial
e 30 mL agua mQ

S23. Solucién de nitrato de plata

Se prepara en agua mQ, para 100 mL de solucion:
e 0,2 g de nitrato de plata
e 75 uL de solucion de formaldehido al 37%
e Agua mQ necesaria para completar 100 mL.

S24. Solucion de revelado

Se prepara en agua mQ, para 100 mL final de solucion:
e 0,0 g carbonato sddico.
e 50 pL de solucion de formaldehido al 37%.
e 50 puL de solucion 2% tiosulfato de sodio.
e Agua mQ necesaria para completar 100 mL.
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S25. Solucion de bloqueo para Western blot

e 5% (p/v) de leche en polvo desnatada.
e Tampdn TBS-T.

S26. Tampon Tris'HCL, 1 M

Se prepara en agua mQ:
e Sedisuelven 121 g Tris base en 800 mL de agua mQ.
e  Ajustar el pH deseado con HCL concentrado
e  Ajustar con agua a un volumen final de 1 L.

S27. Tampon Tris salino (TBS)
Se prepara en agua mQ:
e 100 mM Tris HCL pH 7,4
e 140 mM NaCL
Almacenar a 4° C.

S28. Tampon TBS-T.

Se prepara en agua mQ
e 10 mM Tris HCI, pH 7,4
e 140 mM de NaCl.
e 1% (v/v) de Tween-20.

S29. Solucién de reactivos quimioluminescentes del ECL

La solucion del ECL esta formada por una mezcla de dos reactivos: reactivo A y reactivo B en una proporcion 1:1
e Reactivo A: Tris 100 mM, pH 8,5, 0,5% de acido cumarico y 1% de Luminol.
e Reactivo B: Tris 100 mM, pH 8,5, 0,06% H,0O; al 30%.

S30. Cubreobjetos polilisinados

Cubreobjetos de 15 mm de didmetro (Thermo Scientific, Alemania), se sumergen en solucién estéril de Poli-L-
lisina al 0,01% (Sigma-Aldrich, ref: P4832), durante toda la noche o durante 2-3 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se lavan por inmersién en agua mQ, unas 3 veces. Cada cubreobjeto se pone en un pocillo
de una placa de 12 pocillos y se dejan secar en campana, evitando la luz ultra-violeta.
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“No basta saber, se debe también aplicar. No es suficiente querer,
se debe también hacer”

Goethe






RESULTADOS

1 Fenotipos de la glia periférica del ganglio cervical superior en cultivo.

El interés principal del laboratorio, es el estudio de los mecanismos moleculares de la
neurotransmision, para lo cual se ha implementado un sistema de microcultivos neuronales, en
donde una neurona aislada del Ganglio Cervical Superior (SCG por su acrénimo del inglés
superior cervical ganglion) crece en una gota de colageno, estableciendo sinapsis funcionales
consigo misma. Se establecieron dos tipos de microcultivos: el microcultivo que presenta una
sola neurona, que se ha desarrollado en la gota de coldgeno en ausencia de cualquier otro tipo
celular, al que se le denomina SCM, por su acréonimo del inglés Single-Cell Microculture. El
microcultivo que presenta una neurona que se ha desarrollado en presencia de la glia endogena
del ganglio, se le denomina GM, por su acréonimo del inglés Glial Microculture (Perez-Gonzalez
et al., 2008).

Los microcultivos se realizaron con neuronas aisladas del SCG de rata, porque este tipo
neuronal no requiere células gliales para el crecimiento y el establecimiento de sinapsis in vitro
(Perez-Gonzalez et al., 2008). Esta es la principal diferencia con los microcultivos establecidos
con neuronas aisladas del sistema nervioso central, las cuales requieren una monocapa de células
gliales para su desarrollo y maduracion. Esta particularidad de los microcultivos del sistema
nervioso periférico nos permite estudiar el efecto de los factores secretados por las células gliales

sobre la plasticidad sinaptica, mediante cambios en la composicion del medio de cultivo.

La caracterizacion de la neurotransmision de estos dos tipos de microcultivos, reveld que
la presencia de células gliales, incrementaban la frecuencia de la neurotransmision espontanea y
modificaba la plasticidad a corto plazo, acrecentando la depresion a corto plazo (Perez-Gonzalez
et al., 2008). A partir de estos resultados, mi trabajo de tesis comenz6 con la caracterizacion de
las células gliales presentes en los microcultivos. Los GM presentaron un marcaje positivo para la
proteina S100B. Ademas se estableci6 que en estas condiciones de cultivo, las células S1003
positivas correspondian a un 97% (n=1747 células). Las neuronas no presentaban este marcaje.

Adicionalmente se identifico la presencia de fibroblastos, a través del marcaje para
fibronectina, los cuales se distribuian hacia los bordes del cubreobjeto, sin llegar a formar parte

de los microcultivos (Perez-Gonzalez et al., 2008).
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Conforme con los estudios realizados por Jessen & Mirsky, en los primeros dias

postnatales las células de Schwann presentes corresponden a una mezcla entre los tipos de

Schwann inmaduras, mielinizantes y no mielinizantes, pero que al disociarlas para hacer cultivos

celulares, ¢stas ultimas se dediferencian hacia células de Schwann inmaduras. Considerando estos

antecedentes, para la identificacion del tipo glial presente en nuestros cultivos es necesario

utilizar marcadores que son indicadores especificos del estado de la célula de Schwann, los cuales

se indican en la figura 29 (Dong et al., 1995; Jessen and Mirsky, 2008; Mirsky et al., 2008).

Myelinating
Schwann cells

Krox-20
Protein zero
MBP
PMP-22

Periaxin
PLP
Plasmolipin
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Connexin 32
GalC
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Immature Non-myelinating
Schwann cells Schwann cells

04 GalC
$100 aip1 integrin

04
S100
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CMT
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CMT
PMD
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Figura 29. Esquema de
diferenciacion de las
células de Schwann y
los marcadores
presentes durante el
proceso. Notese como
los marcadores S100 y
04 se encuentran en los
tres tipos de células de
Schwann. (adaptado de
Mirsky et al. 2008).

Las células gliales presentes tanto en los GM (Perez-Gonzalez et al., 2008), asi como las

células gliales en cultivo, presentan un marcaje positivo para la proteina S1008 (Fig. 27). De

acuerdo al esquema presentado en la figura 29, este marcaje so6lo nos indica que las células gliales

corresponden a células de Schwann, por lo que necesitamos otros marcadores para poder deducir

el fenotipo especifico de las células gliales en cultivo.
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Para diferenciar si las células de Schwann en cultivo correspondian al tipo mielinizante, se
emplearon anticuerpos para identificar la presencia de la proteina basica de la mielina (MBP, por
su acronimo del inglés Mielin Basic Protein) y la presencia de KROX 20 (Dong et al., 1995;
Mirsky et al., 2008). Como podemos observar en la figura 30, las células en cultivo no presentan

marcaje para ambas proteinas.

S1006/DAPI

MBP/S100/DAFI

KROX 20/DAPI

Figura 30. Caracterizacion de las células gliales en cultivo. Imagenes de células gliales del ganglio cervical
superior en cultivo, marcadas para S100f, proteina basica de la mielina (MBP) y Krox 20. Los nucleos fueron
marcados con DAPI. Nétese que las células gliales en cultivo presentan marcaje positivo para S100p. Barra de
calibracion = 50 pm.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos decir que las células de Schwann en
cultivo no corresponden a células de Schwann mielinizantes, lo que nos sugiere que éstas podrian
ser tanto células de Schwann inmaduras como células de Schwann no mielinizantes. Para
diferenciar las células de Schwann maduras de las células de Schwann inmaduras, y de acuerdo a
los marcadores sefialados en la figura 29, se realiz6 un marcaje contra galactocerebrdsido-C
(Gal-C), el cual esta presente en las células de Schwann maduras, tanto en las mielinizantes como
en las no mielinizantes, resultando en un marcaje negativo en las células gliales en cultivo (figura
31). Finalmente, para identificar el fenotipo de las células gliales en cultivo y considerando que
las células de Schwann inmaduras o dediferenciadas presentan una activacion de NOTCH
(Mirsky et al., 2008; Woodhoo et al., 2009), se realiz6 un marcaje para el dominio intracelular de
NOTCH (NICD, por su acrénimo del inglés NOTCH intracelular domain) que corresponde a la
forma activada de NOTCH. Las células gliales en cultivo presentaron un marcaje positivo para
NICD (figura 31), lo que junto al marcaje positivo de S100B, y de acuerdo a los estudios
realizados por Jessen y Mirsky, podemos inferir que las células gliales en cultivo corresponden a
células de Schwann inmaduras o dediferenciadas. Los marcajes realizados se resumen en la

tabla 6.

NICD _ DAPI NICC/DAFI

Gal C/S100 B/DAPI

Figura 31. Las células gliales en cultivo corresponden a células de Schwann inmaduras. Imagenes de células
gliales del ganglio cervical superior en cultivo, marcadas para el dominio intracelular d¢ NOTCH (NICD) y para
galactocerebrosido-C (Gal C). Los nucleos fueron marcados con DAPI. Notese que las células gliales en cultivo
presentan marcaje positivo para NICD. Barra de calibracion = 50 pm.
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L o o ZCélulas de
Células de Células de Schwann Células de Schwann

Marcador o o Schwann en

Schwann Inmaduras Mielinizantes No Mielinizantes )
cultivo

S100p + + + +
NICD + - - +
Krox 20 - + - -
MBP - + - -
Gal C - + + -

Tabla 6. Cuadro resumen con los marcajes realizados a las células de Schwann en cultivo. Comparacion entre
los marcajes caracterizados para las células de Schwann en distintos estados (1) y los resultados obtenidos de los
marcajes realizados a las células gliales en cultivo (2). La presencia de marcaje se sefiala con un (+) y la ausencia con
un (-). Notese que las células de Schwann en cultivo presentan un marcaje positivo para S100 y para NICD y
negativo para los otros marcadores, concordando con lo descrito para las células de Schwann
inmaduras/dediferenciadas. NICD = dominio intracelular de NOTCH, MBP = proteina bésica de la mielina , Gal C =
galactocerebrosido-C.

2 Identificacion de productos secretados por las células de Schwann en cultivo.

Como hemos descrito en la introduccion, las células gliales secretan factores que afectan
la neurotransmision (Pfrieger and Barres, 1997; Mauch et al., 2001; Négler et al., 2001; Peng et
al., 2003; Ullian et al., 2004b; Goritz et al., 2005; Feng and Ko, 2008) , por lo que estudiamos la

posibilidad que un factor secretado fuera responsable de los efectos observados en los GM.

Para identificar estos factores, se cultivaron células de Schwann hasta confluencia en un
medio de cultivo con suero, para luego cambiar el medio de cultivo por un medio sin suero de
composicion definida, SF, del inglés serum free (Bottenstein and Sato, 1979; Dong et al., 1995;
Lopez and De Vries, 1999), recolectdndolo al cabo de una semana. De esta forma se obtiene un
medio condicionado de células de Schwann (MC-Sc) enriquecido en proteinas producidas por

este tipo glial.

Inicialmente las proteinas se visualizaron con una tinciéon de Coomasse, pero con esta
tincion sélo se observaron dos bandas de proteinas de entre 50 y 75 KDa. Para mejorar la
visualizacion de las proteinas, a los geles se les realizé una tincion de plata (figura 32). Con esta

ultima tincion pudimos identificar mejor las proteinas presentes tanto en el medio sin suero como
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en el medio condicionado por las células de Schwann, por lo cual se empled esta tincion en forma

rutinaria para visualizar las proteinas en los geles de agarosa.

A 1 2 B 1 2
280 e 250
130 & 150
o 100
50 50 -
37 - 37 W
g — wa-
20 20

Figura 32. Visualizaciobn de proteinas
presentes en medios condicionados por
células gliales en cultivo. Las proteinas
secretadas por las células gliales en cultivo,
fueron visualizadas mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 8% bajo distintos
métodos de tincion de proteinas: A) Tincion de
Coomassie por 1 hr. B) Tincioén de Coomasie 12
horas. C) Tincién de plata. 1: Medio de cultivo
sin suero, 2: Medio condicionado por células de
Schwann.

A fin de poder realizar una mejor separacion de las proteinas de bajo peso molecular, los

medios de cultivo sin suero y los medios condicionados se corrieron en geles al 12% de agarosa.

En la figura 33 podemos ver el perfil proteico de seis MC-Sc obtenidos en cuatro experimentos

independientes. Al comparar el perfil proteico de los medios condicionados respecto a los medios

sin condicionar (control), se observa que los MC-Sc consistentemente presentan una mayor

cantidad de proteinas respecto al medio sin condicionar, observandose un perfil reproducible en

cada experimento. Este resultado nos demuestra que la células de Schwann secretan proteinas al

medio de cultivo de forma constitutiva.

5 1 2a 2b

Figura 33. Perfil proteico de medios condicionados por células de Schwann. En esta imagen se observan 4
experimentos independientes, en dos de los cuales se realizaron cultivos paralelos de células de Schwann (C y D). Se
puede apreciar que los medios condicionados por las células de Schwann (2) poseen una mayor cantidad de
proteinas, respecto al medio sin condicionar (1). También se puede observar que los perfiles proteicos de los medios

condicionados son similares en los 6 MC-Sc obtenidos.
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Barres y colaboradores han identificado que los astrocitos producen trombospondina-1 'y
trombospondina-2 in vitro ¢ in vivo (Christopherson et al., 2005). Estas moléculas estan
implicadas tanto en la sinaptogénesis como en el aumento de la actividad sinaptica espontanea en
el sistema nervioso central. Previamente este grupo habia demostrado que las células gliales
inducen sinaptogénesis (Pfrieger and Barres, 1997; Ullian et al., 2001; Ullian et al., 2004a; Ullian
et al., 2004b). Debido a estos antecedentes, se verificd la presencia de trombospondinas en los
medios condicionados por las células de Schwann, para lo cual se realiz6 un western blot para la
trombospondina 2, observandose una banda en torno a los 180 KDa, la cual no se observa en el

medio control (figura 34).

SF  CMi1

= = 180 KDa

Figura 34. Las células de Schwann del SCG producen trombospondina 2. En esta
imagen se muestra un western blot para trombospondina 2 realizado a un MC-Sc. Se
puede apreciar una banda a 180 KDa en el carril correspondiente al medio condicionado
la cual no se observa en el carril del medio control correspondiente (SF).

Si bien la trombospondina ha sido descrita como una proteina que incrementa la
formacion de sinapsis, éstas son no funcionales, denomindndolas sinapsis silentes. Como hemos
descrito, las células de Schwann afectan tanto la neurotransmisioén espontdnea como la evocada,
motivo por el cual descartamos la trombospondina y buscamos otros factores presentes en el
medio condicionado. Para realizar una separacion con una mayor resolucion de las proteinas
presentes en los MC-Sc’s, se realizaron geles de dos dimensiones y las proteinas se visualizaron

con tincion de plata.

En la figura 35 se observan geles de dos dimensiones representativos que se obtiene al
analizar los medios sin suero (fig. 35 A y C) y los medios condicionados por las células de
Schwann (fig. 35 B y D). En los geles de dos dimensiones correspondientes a los medios sin
suero (control), podemos observar que las proteinas se concentran mas entre los pHs 6 y 8. Por el

contrario, en los geles de dos dimensiones correspondientes a los MC-Sc’s se aprecia claramente
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la presencia de nuevas proteinas en la zona 4cida, respecto a las presentes en el medio sin
condicionar, proteinas tanto de bajo peso como de alto peso molecular. Estos medios fueron

analizados por triplicado en experimentos independientes para cada condicion.
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Figura 35. Gel de dos dimensiones de un MC-Sc. Gel de dos dimensiones de dos medios condicionados por células

de Schwann. A y C) Medios de cultivo sin suero (SF). B y D) Medios condicionados por células gliales periféricas
(MC-Sc).

El anélisis comparativo de los geles de 2D de los MC-Sc respecto al control, permitio
identificar 10 proteinas que no se observaban en los geles 2D de los medios controles. Estas
proteinas fueron recortadas de aquellos geles en los cuales se tenian mejor resolucion. Una vez
obtenidos los puntos, éstos fueron enviados a la plataforma de protedmica del Parc Cientific de

Barcelona para su analisis e identificacion.

En la Plataforma de proteémica del Parc Cientific de Barcelona, las muestras fueron
procesadas y contrastadas contra la base de datos del NCBI contra todas las especies y contra la

base de datos de Rodentia (Rodents). Los resultados de estos analisis se resumen en la tabla 7.
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Muestra Peso Molecular Punto Isoeléctrico Resultado
(KDa) (PH)
Al 42 4,8 SPARC (Rattus norvegicus)
Bl 55 5,4 Proteina bovina
B3 60 5,2 Proteina bovina
B4 60 5,1 Proteina bovina
B5 60 5,0 Proteina bovina
B6 61 4,6 Proteina bovina
B8 64 5,6 Albimina bovina
C2 55 4,6 Proteina bovina
C3 45 5,5 Actina (Mus musculus)
C4 45 5,4 Actina (Mus musculus)

Tabla 7. Proteinas observadas en los geles 2D e identificadas por espectrometria de masa. Listado de proteinas
identificadas como nuevos puntos en geles de dos dimensiones y enviadas a identificar por espectrometria de masa,
con su respectivo resultado. En esta tabla se sefializan el peso molecular y el punto isoeléctrico estimados a partir de
los geles de dos dimensiones. Notese que solo una proteina corresponde a una proteina secretada y que el resto
corresponderian a contaminacion.

En las muestras B1, B3, B4, B5, B6 y C2 se identificaron solamente proteinas bovinas. La
muestra B8 se identifico como albumina bovina. Todas estas proteinas corresponderian a
contaminacion por parte del suero fetal de bovino empleado en el cultivo durante el periodo de
crecimiento de las células hasta su confluencia; dichas proteinas habrian permanecido a pesar del
lavado realizado antes del cambio de medio de cultivo al medio sin suero. Una posibilidad es que
las proteinas hubiesen quedado retenidas en la capa de coldgeno sobre la cual han crecido las
células de Schwann. Las muestras A1, C3 y C4 contienen proteinas de roedores. Las muestras C3

y C4 corresponden a actina, la cual muy probablemente provenga de las células en cultivo.

La proteina correspondiente con la muestra Al fue identificada como Osteonectina,
también conocida como SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cistein). Esta muestra
presenta un punto isoeléctrico estimado de 4,87 y un peso molecular nominal de 35 KDa, con una
puntuacién de 495 y una cobertura de la secuencia de un 33%. La puntuacion corresponde a -
10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la correspondencia observada responde a un evento

aleatorio. Puntuaciones de proteinas mayores a 66 son significativos (p<0,05).
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Pl Peso Molecular i Puntuacion )
Muestra ) ) Proteina Acceso Gi
estimado nominal (Da) Coverage
Osteonectin 495
Al 4.87 35087 [Rattus Secuencia: gi|600381
Norvegicus] 33%

Tabla 8. Identificacion de SPARC/Osteonectina. Datos asociados a la identificacion de la muestra Al con la
proteina SPARC/Osteonectina, mediante espectrometria de masa.

Estudios en modelos animales han demostrado que SPARC es una proteina involucrada
en el desarrollo normal de C. elegans y X. laevis (Purcell et al., 1993; Fitzgerald and
Schwarzbauer, 1998). Por el contrario, los ratones deficientes de SPARC no presentan diferencias
al momento de nacer, tras lo cual desarrollan principalmente cataratas, sin afectacion evidente en
el sistema nervioso (Gilmour et al., 1998; Yan and Sage, 1999). Adicionalmente, se ha descrito
que SPARC se distribuye en el sistema nervioso en desarrollo como en el adulto (Mendis and
Brown, 1994; Mendis et al., 1995; Vincent et al., 2008), promueve el desarrollo y crecimiento de
neuritas (Bampton et al., 2005; Au et al., 2007; Ma et al., 2009; Ma et al., 2010), y que
incrementa su expresion tras un dafio en el tejido nervioso (Mendis et al., 1998; Liu et al., 2005).
Todas estas evidencias nos motivaron a estudiar el efecto de esta proteina matricelular en la

neurotransmision.

Antes de comenzar a estudiar la accion de SPARC en la transmision sindptica,
comprobamos la presencia de esta proteina en la condicion control. Mediante Western Blot
comprobamos que el medio de cultivo de las neuronas, el cual contiene un 2,5% de suero de rata
y un 2,5% de suero fetal de bovino (MS), nos aporta una concentracion basal de SPARC entre 0,1
y 0,3 nM. Mediante la técnica de ELISA indirecto se cuantific6 la concentracion de SPARC,
siendo ésta de 0,10+0,03 nM (promedio+=SEM, n=5). Al usar un kit de ELISA, que emplea el
método “sandwich ELISA”, la concentracion cuantificada fue de 0,04+0,01 (promedio+SEM,
n=5). Considerando los valores obtenido por ambos métodos, podemos afirmar que la
concentracion promedio de SPARC en el medio de cultivo con suero es de 0,07+0,02 nM (figura

36).
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A su vez, los medios condicionados por las células de glia periférica presentan
concentraciones mayores a 1 nM de SPARC, al cuantificar por Western Blot. La concentracion
estimada por ELISA indirecto fue de 0,93+0,15 nM (promedio=SEM, n=3), por lo que los MC-Sc
presentan una concentracion de un orden de magnitud mayor a la basal (figura 36). La
cuantificaciéon de SPARC presente en los medios de cultivos, no se pudo determinar con el kit
comercial, ya que no se observd una respuesta creciente al incremento de la concentracion de la

proteina recombinante.

Con estos resultados concluimos que las concentraciones de SPARC secretadas por las

células gliales, serian del orden nanomolar.
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Figura 36.Cuantificacion de SPARC en medios condicionados por células de Schwann.

A. Cuantificacion de SPARC por Western Blot. SF: medio de cultivo sin suero. MC-Sc: medio de cultivo sin suero
condicionado por células gliales periféricas. MS: medio de cultivo con 2,5% de suero de rata y 2,5% de suero fetal de
bovino. SPARC: SPARC recombinante de raton aplicada a 5 ng, 10 ng, 15 ng y 20 ng por carril, usado como
estandar. B. Cuantificacion de SPARC por ELISA. MS = 0,07+0,02 nM. MC-Sc= 0,93+0,15 nM. (promedio=SEM).
Para SF no se pudo determinar la concentracion.

3 Purificacién de SPARC

Una vez identificado SPARC como proteina candidata, los experimentos planteados
fueron estudiar el efecto de SPARC sobre la neurotransmision, empleando los SCM. Ademas de
este estudio, surgid la necesidad de poner a punto un método que sirviese para purificar SPARC o
cualquier otra proteina presente en los medios condicionados; poniéndose a punto un método de
purificacion de SPARC a partir de medio condicionado por la linea celular PYS-2 (materiales y
métodos), reproduciendo y efectuando algunas modificaciones al protocolo descrito por Sage y

colaboradores (Sage et al., 1989; Sage, 2003).
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El establecimiento del protocolo y de las condiciones Optimas para la separacion y
purificacion de esta proteina matricelular, se realizd con albumina de suero bovina comercial
(Sigma) y SPARC recombinante (R&D system, Minneapolis, EE.UU., ref: 942-SP), empleadas
como referencias (fig. 37 y fig. 41), y medio condicionado por células PYS-2 cultivadas en dos
flascones de 75 cm®. La obtencion del medio condicionado y la precipitacién de las proteinas
presentes en el mismo, se efectud de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos, tras lo cual el
medio condicionado resultante fue analizado mediante electroforesis de gel de poliacrilamida con
tinciéon de proteinas por Coomasie y por la técnica de Western blot (fig. 37), utilizando como

referencia la proteina SPARC recombinante.

Se puede obervar como SPARC se identifica como una banda en torno a los 40 KDa de
peso molecular tanto en el medio condicionado como en la proteina recombinante. El limite de
deteccion se ubica en los carriles en donde se han aplicado 5 y 10 yuL de muestra. La banda de
proteina que se observa en torno a los 75 KDa, podria corresponder a albimina, de forma similar
a resultados obtenidos por otros autores (Sage, 2003). Los controles contienen BSA porque la
casa comercial recomienda disolver la proteina recombinante en PBS en presencia de albimina
de suero al 0,1% (p/v). Partiendo de un stock de SPARC, a una concentracion de 100 pg/mL, la
cantidad de BSA en los carriles es de 0,1; 0,25; 0,5y 1 pg de albumina.

A Muestra (ul)  mSPARC (ng) B Muestra (ul) 1 mSPARC (ng}
1 5 10 10 25 50 100 1 5 10 10 25 50 100
: 23
100—>
75 —=>
0 -
a7 9" r—— —— —
25 =
20 =
15 =»
10 —>»

e

Figura 37. Analisis de medio condicionado por células PYS-2. A) Analisis de 1, 5y 10 pL de medio condicionado
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, la visualizacion de las proteinas se realizd mediante tincion de
Coomasie. Notese la presencia de una banda proxima a los 40 KDa, apreciable al aplicar 5y 10 uL de muestra. B)
Andlisis mediante Western blot contra SPARC, en donde se identifica la banda de 40 KDa, como SPARC. Muestra:
aplicacion de medio condicionado al gel de poliacrilamida; 1 = 1 pL; 5= 5 pL; 10 = 10 pL. r mSPARC: proteina
SPARC recombinante utilizada como referencia; 10 = 10 ng/carril; 25 = 25 ng/carril; 50 = 50 ng/carril;
100 = ng/carril.
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Tras comprobar que las células PYS-2 secretan SPARC al medio de cultivo, y que
podemos identificar esta proteina mediante Western blot, el siguiente paso fue el establecimiento
de las condiciones Optimas para la separacion, primero por cromatografia de intercambio idénico
mediante columna cromatografica con una matriz estacionaria de dietilaminoetanol (DEAE) -

sefarosa., seguido de una cromatografia de exclusion (materiales y métodos).

El primer paso consistid en la inyeccion de una muestra de albimina de suero disuelta en
tampon DEAE (ver materiales y métodos) a distintas concentraciones, para determinar la
sensibilidad de este paso. El pico de BSA obtenido es muy similar a lo descrito por Sage y

colaboradores en 1989 (Sage et al., 1989).

1ee Figura 38. Purificacion de SPARC
(modificado de (Sage et al., 1989)). SPARC
marcada con [*S]-metionina fue aislada de
medio de cultivo de células PYS, mediante
precipitacion por sulfato de amonio y
cromatografia por una columna DEAE-celulosa.
La fraccion enriquecida en SPARC fue
posteriormente purificada en TBS por una
70 = - columna sefadex G-200 a 4° C. A) Perfil de
elucion que muestra dos subfracciones en el
pico mas grande. La subfraccion II contiene la
preparacion mas homogénea de SPARC. B)
Analisis de la subfraccion II mostrada en A, en
. ] un gel de poliacrilamida al 10%. Linea 1:
20 30 40 50 80 70 tincién con Coomasie; linea 2: gel detectado por
Fraction volume autoradiografia. Linea 3: autoradiografia de
(mh) proteinas marcadas con  [*>S]-metionina,
30= secretadas por las células PYS antes de la
purificacion. Los pesos moleculares se indican a

la izquierda del gel.
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El siguiente paso consistio en la separacion de SPARC de un medio condicionado por
células PYS-2. Tras el primer paso de la purificacion, con el fin de establecer el gradiente de
elucion con el tampdén B 6ptimo para la separacion de las fracciones enriquecidas en SPARC. El
gradiente se aplico a partir de los 10 minutos, en dos pasos: se increment6 del 1% al 17% B desde

los 11 a los 20 minutos, para luego alcanzar el 100% B a los 150 minutos.
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En la figura 39 podemos observar el cromatograma resultante, con el respectivo analisis
de fracciones por Western blot determinandose que SPARC se encuentra en las fracciones 5 y 6,

observando que la fraccion 5 es la més enriquecida en SPARC.

Fraccién r mSPARC
5 6 7 8
50 —» — _—

3T =

Figura 39. Cromatograma de intercambio i6nico de medio enriquecido en SPARC (I). A) Cromatograma
obtenido al correr una muestra de 200 pL. de medio condicionado por células PYS-2. Los niimeros en la base del
cromatograma indican el nimero de fraccion. Los corchetes sefialan las fracciones 5 - 8. La sensibilidad del
registrador grafico se ajustdé a 20 mV, la velocidad de papel a 1 mm/min y las fracciones se recogieron cada 10
minutos. B) Western blot de las fracciones 5 - 8 obtenidas tras la cromatografia. Como referencia se emple6 20 ng de
proteina recombinante (r mSPARC). A la izquierda se sefialan los pesos moleculares.

Con los resultados obtenidos podemos afirmar que SPARC empieza a eluir cuando el
tampon B se encuentra en un 30% aproximadamente. Para poder obtener una mejor separacion y
aislamiento de las fracciones enriquecidas en SPARC, se modificd el gradiente de elucion,
pasando de un 17% B en el minuto 20, a un 70%B a los 100 minutos. Con este gradiente SPARC
eluye en la sexta fraccion (fig. 40). Tras repetir estas condiciones en forma independiente en dos
experimentos mas, pudimos determinar que SPARC eluye cuando el porcentaje del tampén B
esta entre el 36 y el 38%, obteniendo un cromatograma que se asemeja al descrito por Sage y

colaboradores (ver figura 38)
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Fraccion r mSPARC
1 2 3 4 5 6

50 — - -
37 —>

Figura 40. Cromatograma de intercambio i6nico de medio enriquecido en SPARC (Il). A) Cromatograma
obtenido al correr una muestra de 200 pL de medio condicionado por células PYS-2. Los nlimeros manuscritos en la
base del cromatograma indican el nmimero de fraccion. Los puntos dibujados a partir de la segunda fraccion,
corresponde al gradiente de porcentaje del tampén B. Los corchetes sefialan las fracciones 1 - 8. La sensibilidad del
registrador grafico se ajusté a 20 mV, la velocidad de papel a 1 mm/min y las fracciones se recogieron cada 10
minutos. B) Western blot de las fracciones 1 - 8 obtenidas tras la cromatografia. Como referencia se empleé 100 ng
de proteina recombinante (r mSPARC). A la izquierda se sefialan los pesos moleculares.

Una vez optimizada la cromatografia de intercambio idnico, continuamos con la
cromatografia de exclusion de las fracciones en donde se ha recogido el SPARC (materiales y
métodos) porque en estas condiciones, el SPARC eluye junto a otras proteinas tales como
laminina y BSA (Sage et al., 1989). Como primer paso, realizamos un cromatograma de prueba
para separar una mezcla de nuestras proteinas de interés, la muestra consistié en 15 pL de
albumina de bovino (4 mg/mL) y 25 pL de SPARC (1 pg/mL). En el cromatograma mostrado
en la figura 38, se aprecian dos picos claros, el primero de los cuales corresponderia a la
alblimina, por tener un peso molecular mas alto respecto a la masa de SPARC, que eluye mas
tarde. Al realizar una cromatografia de exclusion para la sexta fraccion obtenida en el paso
anterior, la fraccion enriquecida en SPARC, no se observa nada, a pesar que la fraccion ha sido
concentrada 20 veces. Este resultado podria deberse a una falta de sensibilidad en la deteccién y/o
a que la concentracion de SPARC en la muestra fraccion no es lo suficientemente alta como para
ser detectada, por consiguiente se realiz6 el mismo proceso pero partiendo de mayor cantidad de

medio condicionado por las células PYS-2
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Figura 41. Cromatografia de exclusion. A) Separacion de una mezcla de albumina y SPARC estandar, consistente
en 15 pL de albimina de bovino (4 mg/mL) y 25 pL de SPARC (1 ug/mL) en tamp6on TBS-Ca. 1: pico
correspondiente a una proteina de mayor peso molecular, que perteneceria a la albumina; 2: pico correspondiente a
una proteina de menor peso molecular, que perteneceria a SPARC. B) Separacion de la fraccion 6 obtenida en la
cromatografia de intercambio i6nico, concentrada 20 veces. El flujo se ajust6 a 0,08 ml/min y el registrador grafico a
una sensibilidad de 0,1 V.

Nuestro siguiente paso fue la obtencion de una mayor cantidad de medio de cultivo
enriquecido en SPARC, por lo que recogimos el medio condicionado de células PYS-2 cultivadas
en 20 placas de cultivo de 150 cm” obteniendo un volumen de partida 20 veces mayor, unos 300

mL.

Después de realizar la precipitacion de las proteinas del medio, el precipitado fue
resuspendido en 10 mL finales de tampén DEAE (tampoén A), inyectandose 1 mL de muestra por
la columna de intercambio i6nico DEAE-sefarosa. En la cromatografia de intercambio i6nico se
observaron 4 picos tras el inicio del gradiente de elucion (fig. 42). El analisis por Dot blot reveld

que SPARC se recogi6 en las fracciones 10, 11, 12 y 13 (fig. 43).
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#13 Figura 43. Dot blot contra SPARC. Identificacion
de SPARC en las fracciones 2 — 33 obtenidas
mediante cromatografia por columna DEAE-
sefarosa, en las que se recogieron los cuatro picos
mostrados en el cromatograma de la figura
42 Notese que las posiciones Bl — B4, que
— corresponde a las fracciones 10 - 13, dan una sefal
positiva para SPARC.
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Tras la separacion por intercambio idnico, las fracciones enriquecidas en SPARC
(fracciones 10-13) se juntaron en una sola muestra, la cual se analizd6 por cromatografia de
exclusion molecular. En el cromatograma resultante se aprecian claramente dos picos entre las
fracciones 6 y 14 (fig. 44). El analisis por Dot blot y Western blot (fig. 45) nos muestran que

SPARC se recogi6 en las fracciones 10 — 13, siendo la fraccion 11 la mas enriquecida en SPARC.

121



Resultados

Al observar las proteinas presentes en las fracciones analizadas, mediante gel de
poliacrilamida al 12% y con tincion de plata (fig. 46), apreciamos que las fracciones 7 - 9
presentan mayoritariamente una banda de proteina con un peso molecular en torno a los 70 KDa,
que corresponderia a albumina; esta banda se encuentra presente en todas las muestras. Sin
embargo, las fracciones 10 — 13 presentan una banda claramente visible, con un peso molecular
cercano a los 40 KDa, la cual se corrobora como SPARC mediante Western blot (fig. 45). En la

fraccion 14 también se observa la banda en torno a los 40 KDa, pero mucho mas débil.

Figura 44. Cromatografia de exclusion. Separacion de la
fraccion 10 - 13 obtenida en la cromatografia de intercambio
ionico (III), concentrada 20 veces. Los numeros manuscritos
corresponden al numero de las fracciones. El flujo se ajustd a
0,06 ml/min, el registrador grafico a una sensibilidad de 0,1 V, la
velocidad del papel a 1 mm/min. Las fracciones se recogieron
cada 3 minutos.
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Figura 45. Identificacion de las fracciones que contienen SPARC en cromatografia de exclusion. A) Imagen del
Dot blot realizado a las fracciones indicadas en A. Notese que las fracciones #10 - #13 presentan una sefial mayor
para SPARC. B) Western blot para las fracciones #7 - #14, con el cual se corroboran la presencia de SPARC en las

fracciones.
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Posteriormente, cuantificamos la cantidad de SPARC purificada con este método,

mediante Western blot, empleando una curva de calibracion con los valores de concentracion y

las densidades Opticas relativas obtenidas para r mSPARC, e interpolando los valores de SPARC

presente en las muestras. Al sumar las fracciones 10 - 14, obtenidas por en la cromatografia de

exclusion, la cantidad de SPARC total obtenida es de 7,88 pg, y su concentracion es de 14,33

ug/mL. Con una pureza del 60%, calculada a partir del gel de poliacrilamida (fig. 46). Los

calculos para cada fraccién se muestran en la tabla 9.

A B C D E
Fraccion Area SPARC /carril (ng) SPARC/ fraccion (ng) [SPARC] fraccion

10 827,15 80,49 0,89 8,05

11 4287,03 331,33 3,64 33,13

12 1714,31 144,81 1,59 14,48

13 1396,84 121,79 1,34 12,18

14 245,26 38,30 0,42 3,83

Tabla 9. Estimacion de la cantidad de SPARC purificado. A) numero de la fraccion. B) Area de la sefial de
SPARC estimada en el Western blot. C) Cantidad de SPARC por carril, en nanogramos, correspondiente a los 10 pL
cargados. D) Cantidad de SPARC presente en la fraccion, considerando que el volumen de esta es de 110 pL aprox.
E) Concentracion de SPARC por fraccion, en mg/mL.
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Figura 46. Gel de acrilamida con tincion
de plata. Las proteinas presentes en las
fracciones 7 — 14, fueron visualizadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida al
12%, con tincion de plata.



Resultados

Si consideramos que esta cantidad ha sido purificada a partir de s6lo un 10% del total de
medio condicionado inicial, podemos estimar que a partir del medio de cultivo enriquecido
correspondiente a 20 placas de cultivo de 150 cm?, podriamos purificar aproximadamente 80 ug
de SPARC. Variaciones de este método se podrian aplicar a otras proteinas secretadas por la glia

en cultivo, tales como trombospondina, hevin, etc.

4 Efecto de SPARC sobre la neurotransmision evocada y espontanea

La purificacion de SPARC y el andlisis del efecto de esta proteina sobre la
neurotransmision se hicieron en paralelo, por lo que el efecto de SPARC sobre la
neurotransmision, se realizd con SPARC recombinante de ratdén disponible comercialmente
(r mSPARC, R&D systems, identificador UNIPROT P07214). La proteina recombinante es un
95,8% idéntica y un 97,5% similar a SPARC de rata (nimero de acceso NCBI PROTEIN
GI:600381), al comparar la secuencias con el programa online del Instituto Bioinformatico
Europeo (EMBL-EBI) EMBOSS Needle-Pairwise sequence alignment
(www.ebi.ac.uk/tools/psa/emboss needle/), cifras que concuerdan con valores previamente
publicados (Brekken and Sage, 2000) . Estudios previos han demostrado que tanto SPARC
humana y de ratdn, que poseen una identidad del 92%, presentan una actividad bioldgica similar,
tanto en la estimulacion del crecimiento de neuritas como en la afinidad por el colageno (Nischt
et al.,, 1991; Maurer et al., 1995; Au et al., 2007). Todos estos antecedentes, junto a la

disponibilidad comercial de la proteina, nos motivaron a emplear rmSPARC en nuestros estudios.

El andlisis del efecto de SPARC sobre la neurotransmision se realizé sobre SCMs. Las
caracteristicas de este tipo de microcultivos nos permitieron aplicar concentraciones nanomolares
de SPARC, sin interferencia de la glia. La aplicaciéon de SPARC se realizé durante el desarrollo
de los microcultivos. Una vez registrados los microcultivos se les realizo un marcaje con DAPI,
previa fijacion, para certificar la presencia de un solo nucleo, correspondiente a la neurona,
descartdndose todos aquellos microcultivos que presentaron mas de un nucleo. Los datos del
grupo control (SCMs) utilizados en la caracterizacion de la adicion de SPARC a los

microcultivos, corresponden a datos generados por el laboratorio.
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Para analizar el efecto de SPARC sobre la neurotransmisiéon se aplicaron dos
concentraciones de SPARC recombinante, considerando la concentracion basal de SPARC
cuantificada en el medio de cultivo (ver figura 36), una concentraciéon subnanomolar de 10 ng/mL
de r mSPARC (~0,24 nM) dos veces mayor respecto a la concentracion basal del medio de

cultivo; y una concentracion nanomolar de 100 ng/ml de rmSPARC (~2,4 nM).

La plasticidad a corto plazo fue estudiada mediante electrofisiologia, aplicando un
protocolo de pulsos pareados (Zucker and Regehr, 2002b). Al aplicar pulsos pareados
despolarizantes, con un tiempo de intervalo de 1 segundo, se observd que los SCM desarrollados
en presencia de una concentracion subnanomolar de SPARC, presentaron una recuperacion de
0,82+0,03 (EPSC,/EPSC;) (n=9), comparable con la recuperaciéon observada para los SCMs
control (0,88+0,03, n=22) sin apreciarse diferencias estadisticamente significativas entre estos
grupos (p > 0.05, fig. 47A). La cinética de recuperacion desde la depresion, tanto de los SCM
tratados con 10 ng/mL de SPARC como la de los SCMs controles, se ajustd a una exponencial
simple. Los SCMs tratados presentaron una constante de tiempo de 22 ms, comparable con los 24

ms del grupo de los SCMs control (fig. 47B).

En términos de actividad espontanea, los SCMs tratados con concentracion
subnanomolares de SPARC no presentaron diferencias en la actividad respecto a los controles. La
frecuencia promedio de los mEPSC (minis) para los SCM tratados con 0,24 nM de SPARC fue
de 0,43+0,18 s (promedio+SEM, n=9), y para los SCM controles de 0,33+0,14 s (n=18, fig.
48). La aplicacion de concentraciones nanomolares de SPARC diez veces superior a la
concentracion basal, resultd en un incremento de la actividad espontdnea de los SCMs casi 20
veces respecto al grupo SCMs control, llegando ésta a una frecuencia promedio de 5,18+2,01 s~
(n=17). El tratamiento con SPARC, tanto a baja como a altas concentraciones, no modificé la

amplitud de los minis (fig. 48).

125



Resultados

A B
- 1.0- l
W gg- ,I 4
& ¢
4
w 0-6_
® SCM
® SCM + SPARC 0,24 nM
0.4-
) 1 ) 1 1
0 5 10 15 20

Tiempo (s)

Figura 47. Accion de 0,24 nM SPARC sobre la neurotransmisién. A) Promedio de las respuestas evocadas por un
protocolo de pulsos pareados, con 1 segundo de tiempo de intervalo, para SCM control (negro) y para SCM tratadas
con 10 ng/mL SPARC (naranja). Las flechas indican la aplicacién de un estimulo despolarizante. B) Cinética de
recuperacion desde la depresion para SCM control (negro) y para SCM tratadas con 10 ng/mL SPARC (naranja), al
aplicar intervalos de tiempo desde 0,03 a 20 segundos. Las cinéticas de recuperacion para el grupo SCM control y
para el grupo SCM+SPARC 0,24 nM, se ajustan a una exponencial simple, con una constante de tiempo de 24 y 22
ms respectivamente.
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Figura 48. Efecto de SPARC sobre la actividad espontanea. A) Trazos representativos de actividad espontanea
para los SCM control (negro), SCM tratados con 10 ng/mL SPARC (naranja) y con 100 ng/mL SPARC (rojo). B)
Cuantificacion de la frecuencia de la actividad espontanea para los tres grupos experimentales. Notese como la
frecuencia se ve incrementada en grupo de SCM tratadas con 100 ng/mL SPARC. C) Grafica que relaciona la
amplitud de los minis respecto a su frecuencia, para el grupo de SCM control (negro) y SCM + 100 ng/mL SPARC
(rojo). D) Grafico de la probabilidad cumulativa de las amplitudes de los minis, para el grupo SCM control y SCM +
100 ng/mL SPARC, noétese que no hay diferencias entre este grupo.
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Los microcultivos desarrollados en presencia de altas concentraciones de SPARC
presentaron una recuperacion de 0,73+0,04 (n=12) cuando se aplicdé un pulso pareado con un
intervalo de tiempo de 1 segundo (fig. 49A), valor significativamente menor al 0,88+0,03, (n=22)
observado en el grupo de los SCM control (p < 0,05). Adicionalmente, al estudiar la cinética de
recuperacion desde la depresion, observamos que la presencia de esta proteina matricelular a
concentraciones nanomolares, hace que se enlentezca, ajustandose a una funcién de exponencial
doble, con unas constantes de tiempo rapida y lenta de 45 ms y 97 s, respectivamente (fig. 49B).
Junto con este efecto, también se observé un incremento en la potencia sinaptica, la cual se define
como la amplitud promedio de la primera corriente postsindptica excitatoria evocada al aplicar el
protocolos de pulsos pareados. La potencia sinaptica cambio de 2.418+151 pA en el grupo de
SCM control, a 3.025£191 pA en los SCM desarrollados en presencia de SPARC a 2,4 nM
(n=12).

De estos resultados podemos inferir que durante el desarrollo de los microcultivos, la
presencia de SPARC a concentraciones nanomolares incrementd la frecuencia de eventos
espontaneos y la depresion a corto plazo. Ambos pardmetros podrian estar relacionados, ya que el
aumento en la actividad espontdnea podria estar dejando una menor cantidad de vesiculas
disponibles para liberarse, cuando se inducen las respuestas evocadas mediante la aplicacion del
protocolo de pulsos pareados. Si la depresion a corto plazo estuviera relacionada con el
incremento de la actividad espontdnea, aquellos microcultivos desarrollados en presencia 100
ng/ml SPARC que tuviesen una mayor actividad espontdnea, presentarian una depresion mas

pronunciada.

Para estudiar esta posibilidad, relacionamos los datos individuales de la depresion a corto
plazo, expresado como la recuperaciéon de la respuesta al aplicar un pulso pareado con un
segundo de tiempo de intervalo, frente a la frecuencia de la actividad espontanea. El analisis de la
distribucion de los datos reveld que no existe una relacion, siendo la depresion a corto plazo

independiente de la frecuencia de la actividad espontanea (fig. 50).
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Figura 49. Accion de 2,4 nM SPARC sobre la neurotransmision. A) Promedio de las respuestas evocadas por un
protocolo de pulsos pareados, con 1 segundo de tiempo de intervalo, para SCM control (negro) y para SCM tratadas
con 100 ng/mL SPARC (rojo). Las flechas indican la aplicacion de un estimulo despolarizante. Noétese el incremento
en la potencia y en la depresion por pulsos pareados para el grupo tratado con concentraciones nanomolares de
SPARC B) Cinética de recuperacion desde la depresion para SCM control (negro) y para SCM tratadas con 10
ng/mL SPARC (naranja), al aplicar intervalos de tiempo desde 0,03 a 20 segundos. La cinética de recuperacion para
el grupo SCM+SPARC 2,4 nM, se ajusta a una exponencial doble, con una constantes de tiempo rapida de 44,5 ms y
una constante de tiempo lenta de 97,1 s.
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Figura 50. Relacién entre recuperacion frente a pulso pareado y frecuencia de la actividad espontanea.
Grafica que relaciona la recuperacion del pulso pareado, a 1 segundo de intervalo de tiempo, con la frecuencia de la
actividad espontanea para SCMs desarrollados en presencia de SPARC 0,24 nM. Como podemos observar, la
relacion entre pulsos pareados con un segundo de intervalo, es independiente de la frecuencia de los mEPSC.
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5 Efecto de SPARC sobre la organizacion funcional de los depdsitos de vesiculas
sinapticas

Como hemos demostrado anteriormente, concentraciones nanomolares de SPARC
incrementan la depresion a corto plazo en los SCMs, cuando esta presente durante el desarrollo
neuronal. Dado que no encontramos ninguna relacion entre el incremento de la frecuencia de la
actividad espontdnea y el aumento en la depresion a corto plazo, nos planteamos estudiar si la
presencia de SPARC modificaba el tamafio de los depositos de vesiculas, en particular las
vesiculas de liberacion rapida, dado que este depdsito de vesiculas y su vaciamiento contribuye al
desarrollo de la plasticidad a corto plazo (Schneggenburger et al., 2002; Blitz et al., 2004; Xu-
Friedman and Regehr, 2004; Fioravante and Regehr, 2011).

5.1 Estudio electrofisiologico

Se utilizoé un tren de estimulos a 14 Hz, a una concentracion de calcio extracelular de 2
mM. La aplicacion de este tren de pulsos a alta frecuencia en estas condiciones, causa una
depresion progresiva de la respuesta evocada, la cual es asociada mayoritariamente al vaciado de
los depositos de vesiculas (Zucker and Regehr, 2002b),dicho vaciado fue cuantificado mediante
la estimacion de la relacion entre la amplitud de la 12% y la 1* corriente postsinadptica excitatoria.
El valor promedio de este coeficiente de agotamiento para el grupo SCM control fue de
0,11+0,03 (n=5). En base a este paradigma de estimulacion se aplicaron dos protocolos diferentes
para evaluar el efecto de SPARC sobre los depositos de vesiculas: 1) mediante la aplicacion de

dynasore, un inhibidor de dinamina, 2) mediante el calculo del tamafio del RRP.

Para el primer protocolo se aplicaron dos trenes de estimulos a alta frecuencia, separados
por 5 minutos, tras los cuales se aplico 100 uM de dinasore al medio extracelular y se estimuld
dos veces mas con un tren de estimulos a alta frecuencia (fig.51A) , con el objetivo de obtener
una disminucion en el deposito de vesiculas, ya que la endocitosis compensatoria se encuentra
inhibida (Newton et al., 2006). En estas condiciones, el grupo de SCMs control presentd una
disminucion del 36,3% del valor promedio, hasta un 0,07+0,02, al analizar el coeficiente de
agotamiento en el segundo tren en presencia de dynasore, sin llegar a ser una diferencia
estadisticamente significativa (p > 0,05). En condiciones basales, las neuronas desarrolladas en
presencia de 2,4 nM de SPARC, presentaron un coeficiente de agotamiento de 0,07+0,01 (n=11),

el cual fue muy similar al observado en el grupo de SCM control cuando se les ha reducido el
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depdsito de vesiculas, mediante la aplicacion de dynasore (fig. S1E). En la figura 51 podemos
apreciar como el grupo de SCM tratados con SPARC, presentd una respuesta evocada por la
aplicacion de un tren de estimulos, que se asemejo a la respuesta que presento el grupo control en

presencia de dynasore.

Estos resultados nos sugieren que las neuronas desarrolladas con SPARC podrian tener un
numero menor de vesiculas disponibles para ser liberadas, ya que en condiciones basales,
presentaron un valor del coeficiente de agotamiento de un 38,2% menor respecto al grupo

control, sin llegar a ser una diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05).
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Figura 51. Estudio del agotamiento vesicular A) Protocolo de reduccion del tamafio de vesiculas presinapticas en
SCM control. En este protocolo se aplican dos trenes de pulsos a alta frecuencia con un tiempo de intervalo de 5
minutos, como condicion basal, seguido de la aplicacion de dos trenes de pulsos a alta frecuencia, en presencia de
dynasore. B-D) Trazos representativos de la respuesta evocada por un tren de estimulos de alta frecuencia para un
SCM control en ausencia (RRP,, B, negro) y en presencia de dynasore (RRP,, C, gris) y para un SCM tratado con
2,4 nM de SPARC (RRP)). Notese que la depresion se encuentra acelerada en el SCM en presencia de dynasore y en
el SCM tratado con SPARC. E) Analisis de la depresion durante un tren de estimulo para las condiciones descritas en
la figura 48, mediante el calculo del coeficiente entre la amplitud de la 12? respuesta evocada del tren, respecto a la 1?
respuesta evocada. Las lineas de error indican sem.
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Al incrementar el niimero de experimentos, uniendo mis observaciones a las obtenidas por
los otros miembros del laboratorio considerando asi todos los resultados, observamos que el
grupo control presentd un coeficiente de 0,29+0,07 (n=17) en condiciones basales, y un valor
significativamente menor cuando se inhibi6 la endocitosis compensatoria (0,08+0,01, n=14, p <
0,01). El grupo de las neuronas tratadas con SPARC mostraron un coeficiente de 0,09+0,01
(n=25), ademas se observo que al exponer estas neuronas al dynasore, el 50% de ellas fallaron en
presentar una respuesta evocada, sugiriendo que este grupo experimental presenta una reduccion
en el nimero de vesiculas disponibles para liberar (Albrecht et al., 2012). Estos resultados nos
llevaron a proponer que el tratamiento con SPARC disminuyd la cantidad de vesiculas

disponibles para ser liberadas, presentes en el terminal presinaptico.

Para estudiar si la presencia de SPARC modificé el nimero de las vesiculas de liberacion
rapida, analizamos el efecto de SPARC sobre el depdsito de vesiculas de liberacion répida, o
RRP, empleando el segundo protocolo. EI RRP corresponde a aquellas vesiculas del terminal
presindptico que se encuentran acopladas a la zona activa, las cuales se liberan rapidamente frente

a una estimulacion (Denker and Rizzoli, 2010).

5.2 Estudio de electrofisiologia y microscopia confocal correlativa.

El tamafio del RRP se puede determinar electrofisiolégicamente (Sakaba et al., 2002),
mediante la aplicacion de un tren de estimulos a alta frecuencia, el cual causa una depresion
progresiva en la respuesta evocada. Para estimar el tamafio del RRP, se representa la amplitud
acumulativa de las respuestas evocadas a través del tiempo, observdndose una fase estacionaria
tras la depresion, y se ajusta una funcion lineal en la fase estacionaria y se realiza una
extrapolacion hacia el eje de las ordenadas a tiempo cero, dandonos una estimacion del tamafio
del RRP (fig. 52). Este método ha sido empleado en distintas sinapsis: caliz de Held
(Schneggenburger et al., 1999), en sinapsis hipocampales en microcultivos (Otsu et al., 2004) y

en la union neuromuscular (Millar et al., 2002).

Empleando este método, inicialmente encontramos que ambos grupos experimentales
presentaban un tamafio de RRP comparables entre si. Si bien la aplicacion de SPARC redujo el
tamafio promedio de RRP en un 23%, en donde el RRP estimado para los SCMs tratados con

SPARC 2,4 nM fue de 4.256+398 pA (n=18), siendo un valor menor respecto a los 5.526+738
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pA (n=20) estimados para el RRP del grupo control, esta diferencia no es estadisticamente
significativa (p= 0,14). El tamafio de RRP medido con este método hace referencia a toda la
poblacion de sinapsis registradas, lo que no necesariamente implica un mismo numero de sinapsis
en ambas condiciones. La disminuciéon en el tamafio del RRP total observado al tratar las
neuronas con la proteina matricelular se podria deber a que este grupo presentd un terminal
presinaptico con el mismo tamafio de RRP respecto al control, pero en menor cantidad, o por el
contrario, que tuviese el mismo nimero o un numero mayor de terminales presindpticos pero con
un valor individual de RRP menor. Para explorar estas posibilidades y para estimar el nimero de
vesiculas que forman el RRP de una autapsis individual, realizamos experimentos correlativos de

electrofisiologia y microscopia confocal.
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Figura 52 Calculo del tamafio del RRP mediante la aplicacién de un tren de estimulos a alta frecuencia. A) Un
tren de 12 pulsos despolarizantes, aplicado a una frecuencia de 14 Hz, sobre un SCM control, a una concentracion de
calcio extracelular de 2 mM. Notese como se desarrolla una depresion progresiva. B) Grafica de las amplitudes
evocadas acumulativas en funcion del tiempo de estimulacion aplicado. El primer punto de la grafica corresponde a
la amplitud de la primera respuesta evocada, el segundo punto corresponde a la suma de las amplitudes de la primera
y de la segunda respuesta evocada, etc.

Para este grupo de experimentos, la neurona fue fijada en parafolmaldehido,
inmediatamente después del registro electrofisioldgico, y marcada para las proteinas presinapticas
bassoon, una proteina del citoesqueleto de la zona activa, y sinaptofisina, un marcador de
vesiculas presinapticas (fig. 53). La cuantificacion de los terminales presinapticos ubicados en la
region del soma, que se realizd segun lo descrito en materiales y métodos, nos proporciond una
estimacion del namero de terminales que participan mayoritariamente en las respuestas evocadas.

Los terminales presinapticos ubicados en los procesos dendriticos, no fueron considerados porque

132



Resultados

la contribucion de las sinapsis localizadas en estos procesos se ve disminuida por la limitacion
espacial de la fijacion del voltaje y porque las corrientes sinapticas en las dendritas son filtradas
progresivamente por las propiedades resistivas y capacitativas de la membrana dendritica
(Williams and Mitchell, 2008). Como podemos observar en la figura 54, el nimero de sinapsis
axosomaticas entre los microcultivos fue variable, las cuales se distribuyeron dentro de un rango
entre 8 y 55 sinapsis, con un promedio de 2343 sinapsis para el grupo control. El siguiente paso
fue representar el tamafio del RRP obtenido mediante la aplicacion del tren de estimulos, contra
el nimero de terminales axosomaticos para cada neurona registrada. La relacion entre estos dos
valores nos da una estimacion del aporte de una autapsis individual al total del RRP calculado

(fig. 54).
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Figura 53 Calculo del tamafio del numero de terminales presindpticos. Proyecciones de secciones de confocal,
obtenidas de una neurona registrada y marcada para sinaptofisina (rojo) y bassoon (verde). El area correspondiente al
soma de la neurona se sefiala con un circulo blanco y fue delimitado en la imagen de la imagen de contraste de fase.
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Figura 54. Distribucidn de sinapsis axosomaticas. A) Microcultivo del grupo control en el cual se cuantifica un
bajo niimero de sinapsis axosomaticas, sefialadas por las flechas blancas. B) Microcultivo del grupo control con un
mayor numero de sinapsis axosomaticas, respecto a la sefialada en A. C) Representacion grafica entre la relacion el
tamafio del RRP obtenido mediante la aplicacion del tren de estimulos, contra el nimero de terminales axosomaticos,
correspondiente para el grupo SCM control. La distribucion de los valores individuales, se ajustan a una funcion
lineal.

Los microcultivos tratados con 2,4 nM SPARC, presentaron un nimero de sinapsis
variable, entre 10 y 58 sinapsis axosomaticas, con un promedio de 2943 sinapsis axosomaticas,
lo que representd un incremento de un 25,7% en el nimero de terminales presinapticos ubicados
en el soma, diferencia que no es estadisticamente significativa respecto al promedio de 2343
terminales axosomaticos cuantificados en el grupo SCM control (p=0,2). Por lo tanto, las
neuronas tratadas con SPARC presentan un tamafio promedio de RRP menor y un niimero de
sinapsis axosomadticas promedio mayor respecto a las neuronas que conforman el grupo control,

aunque estos valores son comparables entre los grupos ya que las diferencias no son

135



Resultados

estadisticamente significativas. Al representar en un grafico los valores individuales del tamafio
de RRP respecto al numero de sinapsis axosomaticas, observamos que el grupo SCM control y el
grupo de neuronas tratadas con SPARC se distribuyen en dos poblaciones, las cuales se ajustan a
dos funciones lineales independientes entre si (fig. 55). El valor de la pendiente de estas
funciones, nos proporcionan una estimacion de la contribucioén de una autapsis individual al valor
total del tamafio del RRP, asi obtenemos que una autapsis el grupo SCM control contribuye con
245 pA (r = 0,89), y que una autapsis de las neuronas desarrolladas en presencia de SPARC,

contribuyen con casi la mitad de este valor, 134 pA (r = 0,67).

Tamano del RRP (nA)

# Terminales Axosomaticos

Figura 55. SPARC reduce el tamafio de RRP, medido electrofisioldgicamente. Grafico entre el tamafio del RRP
contra el nimero de terminales axosomaticos. El grupo de SCM control (negro) y el del grupo de SCM desarrollados
en presencia de 2,4 nM SPARC (rojo) se ajustan a dos funciones lineales independientes, cuya pendiente determina
que un terminal axosomatico individual contribuye con 245 pA y 134 pA, respectivamente. Circulos so6lidos
corresponden al valor promedio + el error estandar para cada grupo

Asumiendo que: 1) las sinapsis visualizadas son una poblacion homogénea, por ejemplo
contienen un numero parecido de vesiculas en sus depdsitos, y 2) considerando que la liberacion
de una sola vesicula genera una corriente con una amplitud promedio de 66 pA para ambos
grupos (fig. 48), podemos estimar el valor de RRP para una sola autapsis, dividiendo el valor de
la pendiente obtenido para cada grupo experimental por el valor de la amplitud promedio de un

mini, obtenemos que el tamano de RRP para una autapsis del grupo SCM control contienen 4
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vesiculas. El tamafio se ve disminuido a la mitad en el grupo de SCM + 2,4 nM SPARC; donde
una autapsis presenta un tamafio de RRP de 2 vesiculas.

El céalculo del tamafio de RRP mediante la aplicacion de un tren de pulsos, puede resultar
en una estimacion a la baja debido que no se consideran los otros fendmenos que contribuyen a la
depresion observada, tales como la saturacion de los sensores de calcio presinapticos (Mochida et
al., 2008) o la inactivacion de los canales de calcio dependientes de voltaje presinapticos (Xu et
al., 2007). Para salvar estas limitaciones y para confirmar estos resultados, en el laboratorio se
realiz6 el mismo estudio, pero determinando el tamafio del RRP mediante la aplicacion local de

una solucion hipertonica de sucrosa (Albrecht et al., 2012).

Con estos resultados pudimos concluir que el tamafio del RRP en un terminal presinaptico
del grupo SMC control, contiene entre 4 y 9 vesiculas, nimero que se ve reducido a casi la mitad
cuando los SCM son tratados con concentraciones nanomolares de SPARC, cuyos terminales

poseen un tamafio de RRP que contiene ente 2 y 6 vesiculas.

6 Efecto de SPARC sobre la ultraestructura del terminal presinaptico

Para confirmar el efecto de SPARC sobre el tamafio del RRP, se realizaron experimentos
correlativos de electrofisiologia y microscopia electronica (fig. 56, ver materiales y métodos). El
principal objetivo fue la cuantificacion de las vesiculas ancladas a la zona activa, las cuales
determinan el tamafio del RRP en los terminales presinapticos de las neuronas hipocampales
(Schikorski and Stevens, 2001), o en las neuronas bipolares de la retina (vonGersdorff et al.,

1996).

La cuantificacion de los terminales presindpticos, en las iméagenes obtenidas por
microscopia electronica, mostro que tanto el grupo de los SCM control, como el grupo de SCM
tratados con 2,4 nM SPARC, no presentaron diferencias en el tamafio del boton sinaptico
(fig. 57). El grupo control exhibi6 un diametro promedio de 1,13+0,1 um y un perimetro
promedio de 3,78+0,26 um (n= 4 neuronas, 6 terminales presinapticos), comparable con los
1,10+0,13 um de didmetro y los 3,51+0,43 pum observados en los terminales presindpticos
tratados con la proteina matricelular (n=3 neuronas, 10 terminales presinapticos). Tampoco se

observaron diferencias en el tamafo y el nimero de las zonas activas entre ambos grupos, las
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cuales presentaron una longitud de 342488 pm y un area de 0,029+0,014 pm” en el caso de los
controles, comparables con los 403+0,03 pm de longitud (p= 0,52) y a los 0,033+0,005 pum* de
area (p= 0,74) observados en el grupo de los SCM + 2,4 nM SPARC (fig. 57).

Al cuantificar el niumero total de vesiculas presentes en el terminal presinaptico, se
observé que la presencia de SPARC disminuyd en casi tres veces el nimero de vesiculas totales
presentes en el boton presinaptico, resultado que concuerda con lo observado en los experimentos
con dynasore. El contaje de las vesiculas totales, cuantificadas en secciones de 60 nm, revel6d que
los botones presinapticos del grupo control contienen en promedio 139+16 vesiculas y que el
grupo tratado con concentraciones nanomolares de SPARC contienen 53+13 vesiculas, unas 2,6
veces menor respecto al grupo control (p<0,001). Asimismo, la presencia de SPARC también
modificé el nimero de vesiculas ancladas a la zona activa, disminuyendo su cantidad desde las
6+1 vesiculas cuantificadas en el grupo control, a las 2+1 vesiculas presentes en los terminales
presinapticos tratados con SPARC (fig. 58), valores que se asemejan a los estimados en los

experimentos correlativos de electrofisiologia y microscopia confocal.
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Figura 56. Electrofisiologia y Microscopia electronica correlativa. A) pulsos pareados con un intervalo de un
segundo, aplicado a una neurona del grupo SCM control (negro) y a un SCM tratado con SPARC, con 16 y 15 DIC
respectivamente. B) Imagenes de microscopia electronica de un terminales presinaptico correspondientes a las
neuronas control (izquierda) y la tratada con SPARC (derecha) cuyo registro se muestra en A. C) Modelo en tres
dimensiones de los terminales presinapticos mostrados en B.
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Figura 57. Resumen de los efectos de SPARC en el botdn sinaptico. A, B) Micrografia de microscopia electronica
de un terminal presinaptico de un SCM control (A) y de un terminal presinaptico de un SCM tratado con 2,4 nM
SPARC por 14 DIV, barra de calibracion = 200 nm. C) Representacion graficas para los grupos SCM control (barras
en negro) y SCM + 2,4 nM SPARC (barras en rojo), que reflejan las cuantificaciones de las imagenes de microscopia
electronica, relativas al tamafio del terminal presinaptico y las zonas activas.

Considerando el nimero de vesiculas ancladas en la zona activa y que la zona activa
permanece sin variacion entre ambos grupos, podemos concluir que en el grupo tratado con
SPARC, una vesicula anclada a la zona activa ocupa un espacio que se corresponderia con un
cuadrado de 105x105 nm, ocupando aproximadamente tres veces mas espacio de zona activa
respecto a una vesicula del grupo control, la cual se ubicaria en un espacio correspondiente a un
cuadrado de 58x58. En otras palabras, la densidad de vesiculas ancladas a la zona activa es tres

veces menor a la densidad de vesiculas observada en las zonas activas del grupo control (fig. 58).
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Figura 58. Resumen de los efectos de SPARC en el nimero de vesiculas del boton sinaptico. A, B) Micrografia
de microscopia electronica de la zona activa de un terminal presinaptico de un SCM control (A) y de un terminal
presinaptico de un SCM tratado con 2,4 nM SPARC por 14 DIV. Las flechas blancas sefializan las vesiculas
acopladas a la zona activa. Barra de calibracion = 100 nm. C) Representaciones graficas de las cuantificaciones
realizadas en las imagenes de microscopia electronica, relativas al nimero de vesiculas totales y al de vesiculas
ancladas a las zonas activas. Notese como la presencia de SPARC disminuye la cantidad de vesiculas observadas en
el terminal presinaptico.

7 Efecto de la aplicacion local de SPARC sobre la plasticidad sinaptica

A fin de establecer si esta proteina matricelular ejerce una accién sobre la
neurotransmision en sinapsis ya desarrolladas, se aplico SPARC sobre los SCMs en forma local
mediante dos protocolos distintos. El primer protocolo consistio en la aplicacion aguda de 2.4 nM
de SPARC sobre SCMs durante 20 minutos con un sistema de perfusion local. El segundo
protocolo consistid en transferir COS-7, previamente transfectadas con GFP o con GFP y
SPARC, sobre microcultivos con 14 o mas dias in vitro. Los microcultivos se registraron 24-36

hrs después del pase de las células COS-7 sobre los SCMs.
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Para determinar un posible efecto agudo de SPARC (segundos-minutos), se empled un
protocolo de aplicacion aguda de 100 ng/mL. SPARC por perfusion local sobre SCMs de 14-18
DIV que presentaran respuesta autaptica. El efecto de SPARC se cuantific6 aplicando un
protocolo de pulsos pareados con un intervalo de tiempo de 1 segundo a 0,02 Hz. Los pulsos
pareados basales se promediaron y se les denomind TO (pulsos 1-10). Los pulsos pareados
obtenidos durante la aplicacion local de SPARC fueron separados en tres grupos de 5 minutos
cada uno: T1, T2, y T3, correspondientes a los 5 minutos finales de aplicaciéon de SPARC. Para
cada grupo se determiné el promedio y la media del error estandar de la relacion EPSC,/EPSC,
(n=7). Como control se aplicé el mismo protocolo de pulsos pareados durante 25 minutos,

agrupandose las respuestas de la misma forma que en el caso anterior (n=3).

Al normalizar las respuestas por el promedio de recuperacion de los primeros 10 minutos
basales (T1), pudimos observar que la aplicacion aguda de SPARC durante 15 minutos no
modificé la plasticidad sindptica a corto plazo de las neuronas desarrolladas en microcultivos, ya

que no se observaron diferencias respecto a los controles (fig. 59).
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Figura 59. Efecto de la aplicacion local de SPARC. La aplicacion local de SPARC a 2,4 nM, no afecta la
recuperacion frete a un pulsos pareados con un intervalo de tiempo de 1 segundo, aplicandose este pulso pareado
cada un minuto. TO, pulsos pareados basales aplicados durante 10 minutos iniciales T1, promedio de los primeros 5
pulsos; T2, promedio de los 5 pulsos intermedios; y T3, promedio de los 5 pulsos. Negro, SCM control; rojo, SCM
control al que se le aplicé localmente SPARC en T1, T2 y T3.
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Previamente, en el laboratorio se habia demostrado que la adicion de células de Schwann
sobre un SCM por 24-36 horas, incrementaba la actividad espontanea y la depresion a corto plazo
(Pérez Gonzalez, 2011). Considerando este antecedente, estudiamos la accion de la secrecion de
SPARC durante 24-36 horas directamente sobre los SCM. En este estudio se emplearon COS-7
transfectadas con plasmidos de SPARC y de GFP conjuntamente (COS-GFP/SPARC), las que
fueron transferidas a los cubreobjetos que contienen SCM a las 48 horas posteriores a la
transfeccion. Para el grupo control se emplearon células COS7 transfectadas con un plasmido de
GFP exclusivamente (COS-GFP). En ambos casos la eficiencia de transfeccion obtenida fue del

20-50%.

Antes de determinar el efecto de la liberacion local de SPARC sobre los microcultivos, se
comprobd que las células transfectadas con GFP y SPARC efectivamente secretaran esta proteina
matricelular al medio de cultivo, y que las transfectadas s6lo con GFP no produjeran SPARC. La
presencia o ausencia de SPARC en el medio de cultivo condicionado de las células COS7-GFP o
COS7-GFP/SPARC se realizo por Western blot. Las células COS7-GFP/SPARC, 48 horas
después de la transfeccion, secretaron al medio de cultivo una cantidad de SPARC equivalente a
la secretada por las células de Schwann en cultivo en el mismo periodo de tiempo (fig. 60).
También pudimos observar que ni el SF ni el medio condicionado por las células COS7-GFP
secretaron SPARC. La concentracion de SPARC cuantificada por el método de ELISA indirecto
a 24, 40 y 48 horas en los medios condicionados por las COS7-GFP/SPARC (en nM), fue de:
0,2+0,05; 0,27+0,02 y 0,31+0,06 respectivamente (promedio£SEM, n=6 para cada punto), las
cuales fueron significativamente mayores a los 0,06£0,02 nM de SPARC cuantificado en el

medio de cultivo tras 14-18 dias de cultivo neuronal (p < 0,01).
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Figura 60. Secrecion de SPARC por células COS7 transfectadas. A) Western blot que muestra la habilidad de las
células COS7 transfectadas con los plasmidos que codifican para GFP y para SPARC, para secretar la proteina
matricelular al medio de cultivo, a las 36 horas posteriores a la transfeccion. Los carriles fueron cargados con los
siguientes medios: SF, medio de cultivo sin suero; MC-Sc, medio sin suero condicionado por células de Schwann
durante 36 horas; COS7-GFP, medio sin suero condicionado por células COS7 transfectadas con GFP; COS7-GFP-
SPARC, medio sin suero condicionado por células COS7 cotransfectadas con GFP y SPARC. Los sobrenadantes se
obtuvieron de un pocillo de 3,6 cm® y concentrado 10 veces. B) Concentracién de SPARC en medio de cultivo
neuronal tras 14-18 DIV (Basal) y de medios sobrenadantes de células COS7 cotransfectadas con GFP y SPARC en
una relacion 1:4, recogidas a las 20, 40 y 48 horas posteriores a la transfeccion (n=4), determinada mediante ELISA
(p<0,01).

Tras determinar que las células COS7 transfectadas con GFP y SPARC secretaban esta
proteina matricelular al medio de cultivo, se prosiguid con el segundo protocolo. Las células
COS7 fueron transfectadas con un pldsmido de GFP para la condiciéon control y con los
plasmidos GFP y de SPARC, con el método de lipofectamina (invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (ver materiales y métodos). A las 48 horas posteriores a la
transfeccion, las células COS7 fueron levantadas y traspasadas sobre cubreobjetos con
microcultivos de 14 DIV. Aquellos microcultivos que presentaron como minimo una célula COS7
verde, fueron registrados electrofisiologicamente a las 24-36 horas posteriores al pase de las
células COS7. Una vez efectuado el registro, las células fueron fijadas, tratadas con DAPI y
montadas sobre un portaobjetos, para contar los ntcleos (fig. 61). Solo se consideraron como
resultados validos los obtenidos en aquellos microcultivos que presentaban un nucleo

correspondiente a la neurona y uno o mas nucleos de células COS7 que fuesen GFP positivas.
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Figura 61. Imégenes de SCM con células COS7.A) Imagen de un SCM que contiene al menos dos células COS7
que expresan GFP dentro de la gota de colageno. B) Imagen de un SCM que contiene al menos tres células COS7
que expresan GFP, dentro de la gota de colageno. Las células transfectadas con GFP y SPARC en una relacion 1:4,
fueron transferidas a microcultivos mayores a 14 DIV. La neurotransmision se realizo a las 24-48 horas posteriores a
la adicion de las células. La corriente autaptica generada en este caso particular, se muestra en el recuadro (barras de
calibracion 1 nA, 0,1 s). Los procesos neuronales se observan en rojo, debido a la inyeccion del colorante Alexa 555
a través de la pipeta de registro. La localizacion de los terminales presindpticos se indican mediante tincién contra
Bassoon (azul). Los acidos nucleidos fueron tefiidos con DAPI (magenta).

El grupo control de esta serie de experimentos, los SCM + COS7-GFP (n=5), no
presentaron diferencias respecto a los SCMs control. El promedio de la recuperacion al aplicar un
pulso pareado de 1 segundo de intervalo de tiempo obtenido fue de 0,80+0,07, valor comparable
al 0,88+0,03 obtenido en el grupo de los SCM control (p= 0,35). La cinética de recuperacion
desde la depresion se ajustd a una funcidon mono exponencial con un tiempo de recuperacion

rapida de 38 ms, valor muy similar a los 24 ms observados en el grupo de los SCM control.

El grupo correspondiente a los SCM + COS7-GFP/SPARC (n=7) presentd una
recuperacion de los pulsos pareados, con un segundo de intervalo de tiempo de 0,67+0,05; lo que
reflejé un incremento en la depresion a corto plazo, diferencia que no fue significativa respecto al
grupo control (p=0,17). La representacion grafica de la cinética de recuperacion desde la
depresion por pulsos pareados, mostré una cinética de recuperacion diferente respecto al grupo
SCM control y al grupo SCM + COS7_GFP, a pesar de lo cual ésta se ajusté a una funcion de
exponencial simple. Al incrementar las observaciones, uniendo mis resultados a los obtenidos por

los otros miembros del laboratorio, observamos que la actividad espontanea y la actividad
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evocada de la condicion control, SCM+ COS7- GFP, no presentan diferencias respecto a los
SCM control, como podemos observar en la figura 62. La recuperacion de la depresion por pulsos
pareados se ajusta a una cinética mono exponencial con una constante de tiempo de 50 ms,

comparable con los 24 ms presentado por los SCMs.
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Figura 62. Neurotransmision en SCM con células COS7. A) Trazos representativos de la actividad espontinea
para los SCM con células COS7_GFP (azul), ndtese que no hay diferencia respecto al grupo control (negro). B)
Promedio de las respuestas evocadas por un protocolo de pulsos pareados, con 1 segundo de tiempo de intervalo,
para SCM control (negro) y para SCM con células COS7 (azul). Las flechas indican la aplicacion de un estimulo
despolarizante. B) Cinética de recuperacion desde la depresion para SCM control (negro) y para SCM con células
COS7_GFP (azul), al aplicar intervalos de tiempo desde 0,03 a 20 segundos. Estos dos grupos muestran unos valores
de recuperacion frente a un pulso pareado de un segundo y una cinética de recuperacion similares.

La adicion de células COS-7 que expresaron GFP o de COS-7 que expresaron GFP y
SPARC no modifico la actividad espontdnea de los SCMs, como podemos observar en los trazos

representativos de cada condicion de la figura 63A.

Los SCM que contuvieron COS-7-GFP/SPARC presentaron un aumento de la depresion a
corto plazo, medido por el protocolo de pulsos pareados (fig. 63B), mostrando un perfil de
neurotransmision casi idéntico a cuando se aplica esta proteina matricelular durante el desarrollo
neuronal. La cinética de recuperacion de la depresion por pulsos pareados se ajustd a una doble
exponencial, con unas constantes de tiempo rapida y lenta de 12 ms de 22,4 s; respectivamente,

comparable con la cinética de recuperacion observada en los SCM desarrollados en presencia de
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2,4 nM de SPARC. (fig. 63C). De estos resultados pudimos inferir que el efecto de SPARC sobre
la neurotransmision es dependiente tanto de la concentracion como del tiempo en la cual se
aplica. La aplicacion cronica a altas concentraciones incrementa la depresion a corto plazo y la
actividad espontanea, pero una aplicacion limitada a 24-36 horas, incrementa la depresion a corto

plazo, sin afectar la actividad espontanea.
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Figura 63. Efecto sobre la de la liberacion local de SPARC por células COS7 sobre la neurotransmision en
SCM. A) Trazos representativos de la actividad espontinea para los SCM con células COS7_GFP (azul), y para
SCM con células COS7_GFP/SPARC (verde). Notese que no se aprecian diferencias. B) Promedio de las respuestas
evocadas por un protocolo de pulsos pareados, con 1 segundo de tiempo de intervalo, para SCM con células
COS7_GFP (azul), y para SCM con células COS7_GFP/SPARC (verde). Notese el incremento en la potencia y en la
depresion por pulsos pareados para el grupo SCM con células COS7_GFP/SPARC. Las flechas indican la aplicacion
de un estimulo despolarizante. C) Cinética de recuperacion desde la depresion para SCM con células COS7 (azul) y
para SCM con células COS7_GFP/SPARC (verde) al aplicar intervalos de tiempo desde 0,03 a 20 segundos. La
cinética de recuperacion para el grupo SCM+SPARC 2,4 nM, se ajusta a una exponencial doble, con una constantes
de tiempo rapida de 12 ms y una constante de tiempo lenta de 22,44 s. Los tiempos de recuperacion obtenidos para
los SCM control (negro) y para los SCM desarrollados en presencia de 2,4 nM SPARC (rojo), se muestran en la
grafica para comparacion (los mismos que en la grafica 49).
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8 Expresion de SPARC durante la maduracién de las sinapsis del Ganglio Cervical
Superior in vivo.

Tras caracterizar el efecto de SPARC sobre la neurotransmision in Vitro, quisimos
explorar la correlacion de nuestros hallazgos con un rol fisiologico, apoyandonos en los
antecedentes que describen que SPARC se distribuye ampliamente en el sistema nervioso y que
es expresada por diferentes tipos de glia en una forma espacio-temporal, por lo que se la ha
relacionado con un rol en la migracion celular, neurogénesis, plasticidad sindptica y angiogénesis
(Vincent et al., 2008). Para este estudio analizamos la expresion de SPARC en cortes
histolégicos del Ganglio Cervical Superior, mediante inmunofluorescencia (ver materiales y
métodos), durante los primeros dias postnatales. Como demostramos anteriormente, las células de
Schwann cultivo, obtenidas del Ganglio Cervical Superior, secretan SPARC y muestran un
marcaje positivo para Notch activo (NICD), por lo cual, junto con estudiar la expresion de
SPARC, analizamos el nivel de expresion de NICD a 0, 2, 6, 10 y 15 dias post parto (PO, P2, P6,
P10 y P15, respectivamente, figura 64).

La expresion de SPARC en el ganglio se pudo detectar a P2, siendo esta expresion casi
indetectable a P15, sugiriendo que la expresion de esta proteina disminuye en el tiempo. Por el
contrario, la expresion de NICD es detectable en ambas situaciones, aunque el patrén de
expresion varia con el tiempo. En los primeros dias postnatales se observd una expresion mas
extendida abarcando tanto los nucleos mas pequefios y condensados que corresponderian a
células de la glia, como aquellos ntcleos mas grandes y de cromatina mas descondensada que
corresponderian a neuronas. En los ultimos dias postnatales analizados, se encuentra un marcaje
positivo para NICD mayoritariamente en las areas del ganglio que concuerdan con los somas
neuronales, de donde podemos inferir que las células gliales han disminuido o no presentan

marcaje para Notch activo.
Al cuantificar la expresion de estas proteinas, observamos que SPARC tiene un pico de

expresion al segundo dia post parto (P2), después del cual disminuye su expresion a lo largo del

tiempo (fig. 65). La expresion de Notch activo permanece constante en el tiempo.
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Figura 64. Expresion de SPARC y NICD en el Ganglio Cervical Superior. Expresiéon de NICD (rojo) y de
SPARC (verde) a P2 y P15. Nétese como a P15 la expresion de SPARC disminuye en el tiempo y que la expresion
de NICD permanece constante
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El patron de expresion de SPARC concuerda con lo descrito por Vincent y colaboradores
(Vincent et al., 2008), indicandonos que SPARC esta siendo secretada por células de Schwann

inmaduras.
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9 Produccion de SPARC y maduracion de las células gliales

Los resultados expuestos hasta el momento, nos indican que SPARC es una proteina
secretada por las células de la glia durante la primera etapa del desarrollo del ganglio cervical
superior y que en in vitro, las células de Schwann que la secretan presentan un fenotipo inmaduro
o dediferenciado. Finalmente estudiamos la relacion entre el estado de maduracion de la glia y la

capacidad de ésta para secretar SPARC.

Para estudiar esta relacion, tratamos las células de Schwann con DAPT, un inhibidor de la
gama-secretasa, el cual es capaz de inhibir Notch hasta en un 50% cuando se aplica dentro del
rango de concentracion 1-10 uM (Yang et al., 2008). La expresion de Notch en las células de
Schwann, se ha correlacionado con un fenotipo de células de Schwann inmaduras o
dediferenciadas (Li et al., 2004; Jessen and Mirsky, 2008; Mirsky et al., 2008; Woodhoo et al.,
2009), por lo que una inhibicion de la forma activa de Notch induciria la diferenciacion de las

células de Schwann.

El primer paso fue comprobar la viabilidad de este método, para lo cual evaluamos la
capacidad de DAPT para inducir la diferenciacion de las células de Schwann en cultivo, mediante
la aplicacion de 1 6 10 uM durante 24 horas (fig. 66). La diferenciacion de las células de
Schwann se asocia a un cambio en su morfologia, las que pasan de una forma mas circular a una
mas alargada cuando se diferencian (Yu et al., 2009). Para cuantificar este cambio, medimos el
didmetro mayor y el didmetro menor de los ntcleos de las células de Schwann, marcados con
DAPI, para luego hacer una relacion entre ellos. Aquellos nlicleos que tengan una morfologia
mas circular, presentardn un valor cercano a uno. Aquellos nucleos que pertenecen a células
presumiblementediferenciadas, presentan una forma mas alargada, por lo que la relacion entre sus
diametros serd mayor a uno. La cuantificacion de estos didmetros se realizd con el programa

Image J.
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Figura 66. Efecto de DAPT en la morfologia de las células de Schwann. En los cuadros superiores se muestran
imagenes de nucleos de células de Schwann tratados con DAPT vy sin tratar. La aplicacion de DAPT induce un
cambio en la morfologia de las células, la cual fue cuantificada mediante la relacion entre el didmetro mayor respecto
al didametro menor de los nicleos, medidos por Image J.

Como podemos observar en la figura 66, concentracion de 1y de 10 uM DAPT, inducen
un cambio en la morfologia de las celulas de Schwann, lo que se refleja en un aumento en el

coeficiente promedio entre el diametro mayor y el diametro menor (fig. 67).

El tratamiento con DAPT induce la diferenciacion de las células de Schwann,
conjuntamente con disminuir la viabilidad celular, disminuyendo el nimero de células en un
20%. Por este motivo al estudiar la relacién entre la maduracion glial y la secrecion de SPARC,
empleamos una concentracion de 1 UM DAPT. En este set de experimentos, las células fueron
tratadas por 1 semana con DAPT o con 1% DMSO, que es la concentracion final de este
disolvente, con cambios parciales de medio. Al téermino de la semana, las células de Schwann
fueron cambiadas a un medio sin suero, recogiendo el medio condicionado tras 48 horas. A
continuacion, las células fueron fijadas y sus nucleos marcados con DAPI, para determinar el
nimero de células en cada pocillo. Las concentraciones de SPARC fueron normalizadas a
100,000 células, para corregir el efecto del DAPT sobre la viabilidad celular. Estos experimentos

se realizaron en 4 cultivos independientes.
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Figura 67. Concentraciones nanomolares de DAPT inducen la diferenciacion de las células de Schwann.
Efecto de DAPT sobre la morfologia de las células de Schwann, las cuales presentan una morfologia mas alargada
tras 24 horas de tratamiento con 1 6 10 uM de DAPT.
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Figura 68. DAPT disminuye la secrecion de SPARC. Efecto del tratamiento con DAPT sobre la secrecion de
SPARC. A) Cuantificacion de la secrecion de SPARC mediante Western blot. SF: medio sin suero; MC-Sc + DMSO:
medio condicionado de células de Schwann tratadas con DMSO; MC-Sc + DAPT: medio condicionado de células de
Schwann tratadas con 1 uM DAPT; SPARC: 20 ng de SPARAC recombinante usada como control positivo. B)
Concentracion de SPARC en medios condicionados tratados con DMSO (+ DMSO) o con DAPT (+DAPT). El
tratamiento disminuye en un 51,8% la concentracion de SPARC en el medio sobrenadante.
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La concentracion de SPARC en los medios condicionados tratados con DMSO fue de
1,00+0,17 nM cada 100,000 células (n=4), valores que son comparables con los observados
previamente. Sin embargo, los medios condicionados de las células de Schwann tratadas con 1
uM DAPT presentaron una concentracion de SPARC un 51,8% menor respecto al grupo control,

disminuyendo la concentracion hasta 0,408+0,09 nM cada 100,000 células ( n=5; p=0,036; fig.
68).

Estos resultados indican que la maduracion / diferenciacion de las células de Schwann

esta asociada a una disminucion en la secrecion de SPARC.
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“La duda es el principio de la sabiduria”

Aristoteles






DISCUSION

Las funciones clasicamente atribuidas a las c€lulas gliales consisten basicamente en ser un
soporte fisico del sistema nervioso, con algunas funciones relevantes tales como la formacion de
la vaina de mielina y el tamponamiento del medio extracelular. En las tltimas décadas, distintos
estudios han demostrado que la neuroglia, y principalmente el astrocito, juega un papel mas
activo en el sistema nervioso, participando en la formaciéon, mantenimiento, maduraciéon y
eliminacion de la sinapsis, certificando que las células gliales no so6lo poseen funciones pasivas
en el sistema nervioso. Un papel que atin queda por determinar es si la glia puede participar en el

procesamiento de la informacion (Hamilton and Attwell, 2010).

Previamente, nuestro laboratorio ha demostrado que en los microcultivos autapticos
colinérgicos, la presencia de las células de Schwann modifica la neurotransmision neuronal
mediante mecanismos presinapticos, aumentando la frecuencia de la actividad espontanea e
incrementando la depresion a corto plazo, evaluada mediante la aplicacion de pulsos pareados
(Perez-Gonzalez et al., 2008). Mi trabajo de tesis es la continuacion de estos resultados, en donde
quisimos determinar tanto el fenotipo de las células de Schwann asi como los mecanismos

mediante los cuales esta tipo celular ejerce su efecto en la neurotransmision.

El uso de microcultivos autapticos de neuronas del SCG responde a que esta preparacion
posee una serie de ventajas experimentales: 1) Los microcultivos de neuronas autipticas forman
un circuito simple, presentando el componente presinaptico y el postsinaptico, lo que permite
registrar la actividad sinaptica con un solo electrodo de registro. 2) La formacion de un circuito
monosinaptico en los microcultivos autapticos, asegura que la actividad sinaptica registrada
proviene de la neurona en estudio, evitando asi la interferencia de otras neuronas en el circuito
sinaptico, facilitando la interpretacion de los resultados obtenidos. 3) Contrariamente a los
microcultivos de neuronas del SCN, las neuronas del SCG en microcultivos sélo requieren de
NGF para crecer, permitiendo la obtencién de microcultivos de neuronas individuales que se
desarrollan en ausencia de células gliales. Esta caracteristica hace que esta preparacion se Unica
para el estudio de la interaccion neurona-glia. 4) Los microcultivos autapticos en ausencia de glia
nos brindan la ventaja de poder estudiar el efecto que tienen sobre la neurotransmision las

moléculas secretadas por las células gliales.
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Este trabajo comenzo con la caracterizacion del fenotipo de la glia periférica en cultivo.
Mediante el uso de marcadores especificos para distintos estadios de maduracion de las células de
Schwann pudimos demostrar que en cultivo €stas presentan un fenotipo inmaduro, caracterizado
por un marcaje positivo para S100 y para NICD. Adicionalmente, y mediante el empleo de geles
de acrilamida de dos dimensiones, identificamos la proteina SPARC como un factor secretado en
grandes cantidades por estas células. Tras la identificacion de SPARC como una proteina
secretada por las células de Schwann potencialmente relevante para la funcion sindptica, se
establecio un protocolo de purificacion de SPARC a partir de medios condicionados por células
en cultivo. SPARC se puede obtener de forma natural desde de medios enriquecidos por células
de mamiferos en cultivo, o de forma recombinante a partir de la sobreexpresion en E. coli o
células de insectos (Sage et al., 1989; Sage, 2003). La purificacion de SPARC recombinante
presenta la ventaja de obtener una gran cantidad de SPARC a un coste mas bajo respecto a la
obtencion de SPARC natural; pero presenta la desventaja de que el SPARC recombinante
presenta una glicosilacion menor respecto a SPARC natural, lo que parece ser critico para la
actividad de esta proteina. Ademas, la purificacion de SPARC producida por E. coli o por células
de insectos puede presentar problemas potenciales con el plegamiento y las modificaciones
postraduccionales de SPARC, hecho que se traducirian en una menor actividad bioldgica del
SPARC recombinante, respecto al SPARC purificado de células de mamiferos en cultivo (Sage,

2003).

Adicionalmente a las ventajas que presenta la purificacion de SPARC desde células
mamiferas, la eleccion de este protocolo de purificacion respondié a la necesidad de establecer un
método de purificacion mediante HPLC, con el cual se pudiesen purificar otras proteinas
presentes en el medio condicionado por las células de Schwann, tales como trombospondinas,
glipicanos, hevin, etc. El establecimiento de este protocolo es esencial para mantener la
competitividad del laboratorio en la caracterizacion de las proteinas secretadas por las células de
Schwann sobre la maduracion y plasticidad sinaptica. Como se ha expuesto en la introduccion, en
el tltimo afio se han publicado diversos trabajos que estudian el efecto de las proteinas secretadas
por la glia sobre la actividad neuronal, en donde los laboratorios que realizan la investigacion han
puesto a punto sus propios protocolos de purificacion de proteinas (Mauch et al., 2001; Allen et
al., 2012). Con el protocolo de purificaciéon de proteinas por HPLC, puesto a punto en este

trabajo, establecemos una herramienta clave para el laboratorio.
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Paralelamente a la purificacion de SPARC; se estudio la relacion entre el fenotipo glial y
la secrecion de SPARC, asi como el efecto que tiene esta proteina matricelular sobre la
neurotransmision. Al analizar los niveles de expresion de esta proteina en el SCG a distintas
edades postnatales, observamos que SPARC posee una alta expresion en los primeros dias
postnatales, bajando su nivel de expresion con el desarrollo, coincidiendo con trabajos publicados

anteriormente paras otras regiones del sistema nervioso (Vincent et al., 2008; Jones et al., 2011).

Nuestros datos concuerdan con lo descrito para las proteinas matricelulares, que poseen
una alta expresion durante el desarrollo y un bajo nivel de expresion en los tejidos adultos
(Bornstein and Sage, 2002; Frangogiannis, 2012). De acuerdo al trabajo realizado por Jessen y
Mirsky, en los tltimos dias del estado embrionario las células precursoras de células de Schwann
se diferencian a células de Schwann inmaduras, para posteriormente diferenciarse a células de
Schwann maduras en los primeros dias postnatales (Woodhoo et al., 2009), las cuales al ser
disociadas para establecer cultivos primarios de células gliales, se dediferencian a células de
Schwann inmaduras. Estas observaciones nos llevaron a plantear que las células de Schwann
inmaduras / dediferenciadas secretaban SPARC tanto in vivo como in vitro. Esta observacion la
pudimos demostrar mediante el tratamiento con DAPT de las células de Schwann en cultivo.
Mediante este tratamiento observamos que la secrecion de SPARC disminuye, confirmando
nuestra observacion inicial, de que SPARC es secretada por las células de Schwann inmaduras,

hecho cuya posible relevancia fisioldgica serd discutida mas adelante.

Como primer paso para analizar el efecto de SPARC sobre la neurotransmision, se estimo
la concentracion basal de SPARC en los medios de cultivos, determindndose que SPARC se
encuentra a una concentracion de 0,07+0,02 nM en la condicién control. Adicionalmente, en el
laboratorio se desarrolld un modelo de difusion de la proteina matricelular para estimar las
concentraciones tedricas biologicamente relevantes de SPARC (Albrecht et al., 2012),
determinandose que la liberacion de SPARC desde una vesicula puede cubrir al menos 30 pm” de
superficie neuronal a una concentraciéon > 1 nM, por lo que la liberacion de 6-7 vesiculas de
SPARC por parte de la glia, puede generar concentraciones nanomolares de SPARC sobre toda la

superficie neuronal en una neurona con un soma de 10 um de diametro (Albrecht et al., 2012).

En este trabajo observamos que la aplicacion de SPARC a concentraciones nanomolares

durante el desarrollo, se observa un incremento en la frecuencia de la actividad espontanea y un
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incremento en la depresion a corto término. Estos resultados se asemejan a los observados en los
GM (Perez-Gonzalez et al., 2008). Tanto en el caso de los GM, como en SCM desarrollados en
presencia de concentraciones nanomolares de SPARC, la frecuencia de la actividad espontanea se
incrementa. La frecuencia en el grupo SCM control es de ~0,3 mEPSCs s', viéndose
incrementada a ~1,5 mEPSCs s en el caso de GM y a ~ 5,2 mEPSCs s para los SCM tratados
con SPARC a concentraciones nanomolares. Adicionalmente, tanto la presencia de las células de
Schwann en los microcultivos como la adiciéon de concentracion nanomolares de SPARC,
incrementan la depresion a corto plazo, medido mediante protocolo de pulsos pareados.
Observamos que cuando se aplica un pulso pareado con un segundo de intervalo, el grupo SCM
control presenta una recuperacion del 88%; los SCM tratados con SPARC, una recuperacion del
73%; y los GM presentan una recuperacion del 62%. Al comparar la cinética de recuperacion
desde la depresion, observamos que el grupo SCM control se ajusta a una exponencial simple, en
tanto que los GMs y el grupo de SCM tratados con SPARC a altas concentraciones presentan una
recuperacion que se ajusta a una doble exponencial, con unas constantes de tiempo rapida y lenta
de 14 ms y 2 s, respectivamente, para el caso de los GM (Perez-Gonzalez et al., 2008) y unos
valores de 44 ms y 97 s, respectivamente, para los SCM tratados con SPARC. Como podemos
apreciar en la figura 69, si bien los GM y las neuronas tratadas con SPARC presentan una
cinética de recuperacion que se ajusta a una doble exponencial, la recuperacién del grupo
SCM+SPARC es mucho mas lenta. Adicionalmente, en ambos casos no se observa una relacion

entre el incremento de la frecuencia de la actividad espontdnea y el incremento de la depresion.

Estas observaciones nos llevan a especular que SPARC es uno de los factores por el cual
la glia interacciona con las neuronas, afectando la plasticidad sinaptica, en donde la accion de las
células de Schwann estaria dada por la sumatoria de distintas moléculas, como por ejemplo por la
trombospondina, proteina que en nuestras condiciones experimentales también es secretada por
las células de Schwann en cultivo. Estos resultados concuerdan con trabajos previos, en donde se
describe que las células gliales secretan diversos factores que intervienen en el desarrollo de la
sinapsis (Lafon-Cazal et al., 2003; Cahoy et al., 2008; Dowell et al., 2009; Allen et al., 2012),
tales como TGFp-1, colesterol, trombospondinas o glipicanos-4 y -6 (Mauch et al., 2001;
Pfrieger, 2003; Feng and Ko, 2008; Nieweg et al., 2009; Allen et al., 2012), los cuales en forma
individual no reproducen los efectos sobre las sinapsis que producen los medios condicionados

por las células gliales (Négler et al., 2001; Christopherson et al., 2005; Cao and Ko, 2007).
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Figura 69. Efecto de las células de Schwann y de SPARC sobre la neurotransmisién. Representacion grafica de

la cinética de recuperacion desde la depresion para SCM control (negro), para SCM que se han desarrollado con
células de Schwann (GM, lila) y para SCM tratados con 100 ng/mL SPARC (rojo).

Dado que el RRP esta implicado en la plasticidad a corto término, estudiamos el efecto de
SPARC sobre este deposito de vesiculas, determinando el tamafio del RRP mediante
experimentos correlativos de: 1) electrofisiologia y microscopia confocal y 2) electrofisiologia y
microscopia electronica, independientes entre si. Con ambos métodos establecimos que los
valores obtenidos para el tamafio del RRP son comparables entre si. Observamos que SPARC
disminuye el nimero de vesiculas que componen el RRP entre dos y tres veces, comparado con el
grupo control. Inicialmente este dato no se correlaciona con lo observado en los GM, en donde no
se apreciaba una diferencia en el tamafio del RRP entre los SCM control y los GM (Perez-
Gonzalez et al., 2008), discrepancia que puede estar dada porque en el trabajo previo
comparamos los valores promedios de cada grupo. Al estudiar el efecto de SPARC sobre este
depdsito de vesiculas observamos que el valor promedio del grupo SCM tratado con SPARC no
difiere del valor promedio obtenido para el grupo SCM control, pero cuando estimamos el aporte
individual de cada autapsis en el tamafo total del RRP mediante la primera técnica, observamos
una gran variabilidad en el nimero sinapsis en grupo SCM control como en el grupo SCM+
SPARC. Al estimar el valor individual del RRP para cada autapsis, observamos una clara

diferencia entre los grupos, tanto en la distribucion de los valores individuales como en la
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estimacion del RRP. Por lo que para poder saber cudl es el efecto real de la glia en el tamafio del

RRP habria que estimar el aporte individual de cada autapsis, como hemos hecho en este trabajo.

Con los experimentos correlativos de electrofisiologia y microscopia electronica, pudimos
correlacionar una respuesta electrofisiologica con las caracteristicas determinadas de un terminal
presinaptico. Como antecedentes previos, estudios realizados en neuronas de hipocampo en
cultivo muestran una correlacion entre la organizacion ultraestructural de las vesiculas en el
terminal presinédptico y la actividad funcional de la sinapsis, en donde se observan un aumento
progresivo en el numero de vesiculas, tanto del niimero total de vesiculas como de aquellas que
forman el RRP. Adicionalmente se observa que los terminales inmaduros poseen una
discapacidad funcional, correspondiéndose a una sinapsis silente, las cuales se convierten
gradualmente en sinapsis funcionales a medida que van incrementando el nlimero de vesiculas

(Mozhayeva et al., 2002; Mohrmann et al., 2003).

Nuestros resultados muestran que los terminales desarrollados en presencia de
concentraciones nanomolares de SPARC presentan una disminucion en el numero de vesiculas,
tanto en el numero total como en el nimero de vesiculas adosadas a la zona activa. Al comparar
las caracteristicas de los terminales presindpticos control, cuantificadas por microscopia
electronica, con aquellas ya descritas para las neuronas del SCG en cultivo, podemos observar
que los terminales presinapticos de los microcultivos control no presentan diferencias respecto a
los botones sinapticos maduros (Furshpan et al., 1986). Sin embargo, en la figura 70 podemos
observar como los terminales presindpticos de los microcultivos desarrollados con SPARC,
presentan caracteristicas propias de un terminal inmaduro (Furshpan et al. 1986, Rees et al.,

1976).
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CONTROL

2,4 nM SPARC

Figura 70. Terminales presinapticos desarrollados con SPARC muestran un fenotipo inmaduro. A) terminal
presinaptico de un SCM control fijado después de 16 DIV, el cual presenta caracteristicas similares a los terminales
mostrados en B y C, que corresponden a terminales maduros. D) terminal presindptico de un SCM fijado después de
15 DIV, tratado con SPARC. Notese como este terminal presenta un fenotipo muy similar al terminal mostrado en E,
que corresponde a un terminal inmaduro.

En las sinapsis excitatorias del SNC, se observan cambios en la plasticidad sinaptica a
corto término durante el desarrollo, indicando que la maduracidn sinaptica es un factor critico que
influye en las funciones presinapticas. Algunas de estas propiedades asociadas al terminal
presinaptico tales como la plasticidad a corto término y la probabilidad de liberacion, han sido
asociadas a la disponibilidad funcional de las vesiculas para ser liberadas, por lo que el nimero
de vesiculas disponibles, especialmente durante las primeras etapas del desarrollo sinaptico,

afectan la respuesta del terminal (Thomson, 2000; Zucker and Regehr, 2002a).

En el sistema nervioso central, la transmision sinéptica en la corteza del cerebro de edad
postnatal es casi inefectivo, en donde una estimulacion moderada genera una marcada depresion.
De hecho, en muchas conexiones de la corteza cerebral inmaduro, al aplicar un protocolo de
estimulacion de pulsos pareados, se observa una marcada depresion. Cuando estas sinapsis
maduran, la depresion a corto término observada da paso a una depresion débil o incluso una
facilitacién. Estos cambios han sido interpretados como resultado de la disminucion de la
probabilidad de liberacion de neurotransmisor que se observa durante el desarrollo (Feldmeyer

163



Discusién

and Radnikow, 2009). Por otro lado, estudios recientes sugieren diversos roles fisioldgicos para
la neurotransmision espontanea, demostrando que la actividad espontanea suprime la traslacion
local de proteinas en la dendritas y ayuda a mantener la estabilidad de la respuesta sinaptica

(Ramirez and Kavalali, 2011).

Por lo tanto, considerando todas las evidencias experimentales descritas en este trabajo,
demostramos que SPARC mantiene los terminales presindpticos en un estado caracterizado por:
a) un tamafio de RRP pequefio, b) un numero reducido de vesiculas totales del terminal
presinaptico, ¢) una frecuencia de actividad espontanea aumentada y d) un incremento en la
depresion a corto plazo, ademas de observar un aumento en la probabilidad de liberacion
(Albrecht et al., 2012), caracteristicas que son propias de una sinapsis inmadura (Mozhayeva et

al., 2002; Feldmeyer and Radnikow, 2009; Andreae et al., 2012).

Al estudiar el efecto de la aplicacion local de SPARC durante 48 horas, observamos una
modificacién en la plasticidad a corto término, sin observar cambios en la neurotransmision
espontanea, por lo que el efecto de SPARC sobre la neurotransmision estaria segregado en el
tiempo. Un modelo que podria explicar el efecto segregado de SPARC sobre la neurotransmision
espontanea y evocada, seria la existencia de dos depdsitos de vesiculas independientes, en donde
las vesiculas que forman el RRP y el depdsito de reciclaje participarian en la actividad evocada y
las vesiculas del deposito de reserva en la neurotransmision espontdnea (figura 14B). Una
posibilidad es que SPARC ejerceria un efecto diferenciado en el tiempo sobre cada uno,
observandose un efecto sobre las vesiculas que participan en la actividad evocada tras 48 horas de
exposicion del terminal presinaptico a concentraciones nanomolares de SPARC, efecto que se
revierte a las 48 horas después de retirar el SPARC del medio de cultivo (Albrecht et al., 2012).
El efecto de SPARC sobre el deposito de reserva, y por lo tanto sobre la actividad espontanea,
requeriria una mayor exposicion, razéon por la cual se observa un incremento en la actividad
espontanea sélo cuando existe una exposicion prolongada en el tiempo. La proposicion de la
existencia de dos depositos separados responsables de la neurotransmision evocada y de la
espontanea es consistente con la observacion de que las sinapsis inmaduras s6lo mantienen la
neurotransmision espontanea y el reciclado de las vesiculas que participan en esta transmision

(Mozhayeva et al., 2002; Mohrmann et al., 2003; Wittenmayer et al., 2009; Andreae et al., 2012)
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Nuestros resultados muestran cémo la concentracion a la que se encuentre SPARC, una
proteina matricelular, es determinante para la funcién sindptica, tanto para las sinapsis en
desarrollo como para las sinapsis maduras. En sinapsis del SNC, se ha demostrado que SPARC,
trombospondina y hevin, afectan la formacion de nuevas sinapsis. Si bien hevin es una proteina
que pertenece a la familia de SPARC, que produce una proteina muy similar a SPARC mediante
proteolisis. Los resultados obtenidos por Kucukdereli y colaboradores, muestran un efecto
antagdnico entre ambas proteinas, donde trombospondina y hevin incrementan el nimero de
contactos sindpticos, y SPARC antagoniza el efecto mediado por hevin (Kucukdereli et al.,
2011). En un estudio reciente se ha demostrado que hevin y SPARC presentan un patrén de
expresion similar durante el desarrollo, no obstante la expresion de hevin no se incrementa en los
ratones deficientes en SPARC, como cabria esperar si las funciones de estas proteinas fuesen
redundantes (Lloyd-Burton and Roskams, 2012), reforzando el planteamiento de que hevin y
SPARC no ejercen el mismo efecto sobre la maduracion sindptica, a pesar de pertenecer a una

misma familia de molécula y a la semejanza estructural que comparten.

La accién de SPARC sobre las neuronas estaria mediado por la capacidad que tiene esta
proteina para interaccionar con las integrinas, un receptor de la MEC, especificamente con las
subunidades f (Weaver et al., 2008; Jones et al., 2011). La presuncién de que SPARC ejerce su
accion sobre el terminal presindptico por su interaccion con las integrinas se sustenta en que las
integrinas a3P1 se expresan ampliamente en el SCG (DeFreitas et al., 1995) y en que en las
sinapsis nicotinicas del 6rgano eléctrico del pez torpedo las subunidades a3 de las integrinas
forman un complejo con los canales de calcio dependientes de voltaje presinapticos, que se une a
la zona activa y a proteinas del citoesqueleto (Carlson et al., 2010) . Si bien aun no se conoce
como los receptores de integrina modificarian la organizacion de los depodsitos de vesiculas, estos
cambios podrian estar mediados por una alteracion en la actina presinaptica, la cual interacciona
con los receptores de integrina y es un elemento clave para la organizacion de los depositos de
vesiculas (Sakaba and Neher, 2003; Pechstein and Shupliakov, 2010). Habria que explorar por
tanto, si SPARC esté mediando un cambio en la actina presinaptica, ya que se ha descrito que
esta proteina modifica el citoesqueleto de actina en células endoteliales en cultivo (Murphy-

Ullrich et al., 1995).
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Otro mecanismo potencial por el cual SPARC estaria mediando su efecto sobre la
maduracion sinaptica se deberia a una interaccion directa o indirecta con las moléculas de
adhesion celular presentes en las sinapsis. Esta proposicion se basa en que se ha descrito que las
sinapsis nicotinicas presenta cadherinas y el complejo neurexina-neuroliguina (Conroy et al.,
2007; Ross and Conroy, 2008; Triana-Baltzer et al., 2008; Neff et al., 2009), en donde las
neuroliguinas inducen la maduracion del terminal presindptico de estas sinapsis, (Conroy et al.,
2007), de forma similar a como ocurre con la NL-1 en las sinapsis excitatorias del sistema
nervioso central (Scheiffele et al., 2000; Varoqueaux et al., 2006; Futai et al., 2007; Wittenmayer
et al., 2009).

Estos resultados sugieren que SPARC podria estar disminuyendo o inhibiendo el nivel de
expresion de NL1 en la sinapsis. Podria existir una interaccion directa entre SPARC y NL,
induciendo una disminucién de NL disponible y, por lo tanto, una ruptura de la adhesion celular
entre neurexina y neuroliguina; o a un mecanismo indirecto que indujera la inhibicién de NL,
como cuando se inhibe la N-cadherina (Stan et al., 2010; Aiga et al., 2011). A favor de este
segundo mecanismo existe el antecedente de que SPARC inhibe la expresion de E-cadherina y
P-cadherina en células no neuronales, efecto que estaria mediado por el moédulo I 6 II de SPARC,
ya la falta del modulo III de SPARC no afecta la capacidad de esta proteina para inhibir la
expresion de las cadherinas (Robert et al., 2006; Smit et al., 2007; Fenouille et al., 2012). La E-
cadherina y la N-cadherina son miembros de las cadherinas clésicas, especificamente del
subgrupo de tipo I (Suzuki et al., 1991). Los integrantes de ese subgrupo de cadherinas poseen un
dominio citoplasmatico altamente conservado, mediante el cual las cadherinas interaccionan con
las proteinas citoplasmaticas cateninas (Aberle et al., 1994; Jou et al., 1995). La B-catenina es la
proteina mediante la cual N-cadherina recluta NL-1 hacia la sinapsis, induciendo la maduracién
del terminal presinaptico, sugiriendo que cualquier miembro de las cadherinas del subgrupo del

tipo I podria ejercer esta accion.

Si bien N-cadherina es la cadherina cldsica mas estudiada en el sistema nervioso, hay
estudios que demuestran que E-cadherina se expresa en las neuronas ganglionares de la retina, en
donde participaria en el crecimiento de las neuritas (Xu et al., 2002; Oblander et al., 2007;
Oblander and Brady-Kalnay, 2010), asi como en el hipocampo, en donde la inhibicion de E-
cadherina disminuye la LTP (Tang et al., 1998). En un estudio reciente, se ha demostrado que E-
cadherina se expresa en las neuronas inhibitorias de la corteza cerebral, en donde la inhibicion de

la expresion de E-cadherina conlleva una disminucion del nimero de sinapsis gabaérgicas, sin
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alterar el nimero de sinapsis glutamatérgicas, ademas de una disminucion en la frecuencia de la
actividad espontdnea y de la amplitud de la respuesta evocada, caracteristicas que son

comparables a las observadas en las neuronas corticales inmaduras (Fiederling et al., 2011).

Por lo tanto, los efectos de SPARC sobre la maduracion de los terminales presinapticos,
en nuestras condiciones, podria deberse a la inhibicion en la expresion de cadherina, lo que
disminuiria el reclutamiento de neuroliguinas en la sinapsis, hecho que generaria terminales
presinapticos inmaduros. Un antecedente que respalda este mecanismo propuesto es que NL-1
regula la plasticidad sinaptica a corto plazo en las neuronas corticales, derivadas de células
madre, en donde la inhibicion de NL1 genera un incremento en la depresion a corto plazo y un

terminal presinaptico inmaduro (Jiingling et al., 2006).

Nuestros resultados sugieren que SPARC posee un rol fisiolégico en la formacion de
nuevos contactos sinapticos durante el desarrollo del SCG, en donde el patron de expresion de
esta proteina concuerda con la ultima etapa sinaptogénica del SCG. Al momento de nacer, las
neuronas del ganglio cervical superior proyectan los axones hacia los tejidos diana, inervandolos.
Al mismo tiempo, las neuronas ganglionares reciben contactos de las neuronas preganglionares,
formando contactos axosomaticos principalmente, porque a esta edad, las neuronas del ganglio
poseen unos procesos dendriticos poco desarrollados, los cuales comienzan a crecer en este
punto, incrementando el nimero de contactos axodendriticos a medida que se desarrollan (Rubin,
1985a, b, c¢). Estas observaciones concuerdan con lo caracterizado para SPARC en el hipocampo,
en donde la maxima expresion de SPARC coincide con el periodo de mayor formaciéon y
reorganizacion de las sinapsis (Jones et al.,, 2011). Adicionalmente, la expresion de Notch
nuclear, ha sido relacionado con el inicio del crecimiento de los procesos dendriticos (Redmond
et al., 2000), reforzando la hipotesis de que SPARC estaria manteniendo los terminales
presindpticos en un estado inmaduro, para favorecer la formacién de nuevos contactos
axodendriticos. La mayor fiabilidad y eficacia en la transmision sindptica de las sinapsis
inmaduras, estarian enfocadas para dar unas sefales sindpticas mas grandes y prolongadas, para
asi estabilizar las sinapsis inmaduras, por lo tanto, SPARC favoreceria la estabilizacion de los

nuevos contactos formados.

Finalmente, los efectos de SPARC sobre las sinapsis maduras, podrian ser de importancia
para eventos particulares que puedan ocurrir después del establecimiento y maduracion de las

sinapsis, como por ejemplo en el caso de una lesion, porque los niveles de esta proteina aumentan
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tras un dafio en la corteza cerebral, en el hipocampo o en el bulbo olfatorio (Mendis et al., 1998;
Liu et al., 2005; Au et al., 2007). En estos casos, las células gliales podrian emplear la habilidad
de SPARC de inducir un estado inmaduro en las sinapsis, para generar un ambiente favorable

para el establecimiento y/o la consolidacion de los nuevos contactos sinapticos.
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“Algun dia en cualquier parte, en cualquier lugar indefectiblemente te encontrards
a ti mismo, y ésa, solo ésa, puede ser la mads feliz o la mds amarga de tus horas”

Pablo Neruda






CONCLUSIONES

Tras la evaluacion de los resultados obtenidos, podemos llegar a las siguientes

conclusiones:

1) Las células gliales obtenidas a partir del SCG, presentan en cultivo un fenotipo

de célula de Schwann inmadura / indeferenciado.

2) Las células de Schwann inmaduras, secretan SPARC al medio extracelular in

vitro e in vivo.

3) Las células de Schwann inmaduras ejercen multiples efectos neuronales debido
a la secrecion de diversas proteinas con efectos sinapticos, tales como trombospondina

o SPARC.

4) En el ganglio cervical superior de rata, la méxima produccion de SPARC

ocurre entre PO y P2.

5) La maduracion de las células de Schwann en cultivo esta controlada por notch,

cuya inactivacion estd asociada a una disminucion de la produccion de SPARC.

6) La Proteina SPARC se puede purificar del medio condicionado de células,

mediante la técnica de HPLC.

7) SPARC es una proteina matricelular que incrementa la potencia sinaptica, la
frecuencia de la actividad espontdnea y la depresion a corto término en las sinapsis

autapticas colinérgicas.
8) Concentraciones nanomolares de SPARC durante el desarrollo neuronal,

generan terminales presindpticos que contienen de dos a tres veces menos vesiculas

acopladas a las zonas activas y a nivel citoplasmatico.
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9) La liberacion local de SPARC durante 48 horas, incrementa la potencia
sinaptica y la depresion a corto término, sin modificar la frecuencia de la

neurotransmision espontanea.

10)  El efecto de SPARC sobre la neurotransmision es tiempo y concentracion

dependiente.

Considerando todos estas evidencias experimentales, la conclusion final de esta
tesis doctoral es que SPARC es una proteina capaz de retener los terminales
presindpticos colinérgicos en un estado inmaduro. La relevancia de esta observacion
se conseguira con mas estudios a nivel del sistema nervioso central, durante diferentes

etapas del desarrollo, o en condiciones patoldgicas.
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ANEXO I:
PROTOCOLOS DETALLADOS

“Los dias mds felices son aquellos que nos hacen sabios”.

Gabriela Mistral






Anexo I

PREPARACION DE COLAGENO

La preparacion de la solucidn de colageno se realiza a partir de tendones de colas de ratas

de la especie Sprague-Dawley, de la misma colonia de ratas empleadas para realizar los

microcultivos.

1)

2)

3)

Materiales y soluciones

e 5 litros agua mQ, temperados a 4° C.

e Matraz de Erlenmeyer de 250 mL.

e  3-4 barras de agitacion.

e Vaso de precipitado de 5 litros.

e Vaso de precipitado de 600 mL.

e Probetas de 50, 100 y 1000 mL.

e Placas de Petri 10 cm de didmetro.

e Hemostatos.

e Membrana de dialisis, corte nominal de 12 KDa (Sigma-Aldrich, ref: D9527).

Los materiales y soluciones fueron esterilizados previamente.

Las colas se obtienen de ratas adultas (250 g) y se esterilizan por inmersion en etanol al 95%
(v/v). Las colas de ratas se pueden usar frescas o se pueden congelar a -20° C para un uso
posterior. Cuando las colas de ratas empleadas corresponden a colas congeladas, éstas se
dejan al menos dos horas a temperatura ambiente antes de comenzar el protocolo.

Antes del protocolo de extraccion de tendones, las colas se esterilizan nuevamente por

inmersion en etanol al 95% (v/v).

Para la elaboracion del colageno, se emplean entre 6 y 8 colas de ratas. La extraccion de los

tendones de las colas de ratas de realiza como se explica a continuacion:

a) Con un hemostato recto, se fija el extremo proximal de la cola. A continuacion se coloca
distalmente un segundo hemostato, a una distancia de 1,0-1,5 cm aproximadamente del
primer hemostato. Una vez fijados los dos hemostatos, se fractura la cola mediante una
torsion brusca y rapida; quedando el trozo de hueso proximal fracturado sujeto solo por
los tendones de la cola.

b) EIl hueso fracturado se retira lentamente y se cortan las porciones de tendones que quedan
colgando, colocandolos en una placa de Petri estéril, que contiene agua mQ estéril.

c) El proceso se repite hasta remover completamente los tendones de la cola.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Los tendones se lavan, separando las fibras de los restos de colas que puedan tener,
transfiriéndolas a otra placa de Petri con agua mQ, con la ayuda de unas pinzas de acero
inoxidable. Este proceso se repite dos veces.

Después de tres lavados, las fibras se ponen en una placa de Petri seca, dejando la placa con
un desnivel de unos 3 cm por unos 5-10 minutos, para escurrir el exceso de agua.

Se pesan 4,5 g de tendones (semi-humedos) y se transfieren a 150 mL de una solucion al 3%
(v/v) de acido acético glacial, temperada a 4° C, contenida en un matraz de Erlenmeyer. Los
tendones se disuelven con una agitacion lenta por 24-36 horas. A medida que el colageno
comienza a disolverse, la solucion comienza a tornarse viscosa, deteniendo el movimiento de
la barra de agitacion; por lo que es importante comprobar la agitacion en las primeras horas.
Para prevenir la disolucion de otras proteinas, es importante que la agitacion no sea ni rapida
ni prolongada en el tiempo.

Transcurridas las 24-36 horas, cuando la mayoria de los tendones se han disuelto, el medio se
centrifuga a 13000 g, en una centrifuga Beckman modelo J2-HS (rotor JA 20) por 90
minutos.

La membrana de dialisis se hierve en una solucion de EDTA 1 mM durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, la membrana se laca un minimo de 5 veces, con agua mQ estéril.
Tras la centrifugacion, se recoge el sobrenadante y se transfiere a la membrana de dilisis. Se
descarta el precipitado y el sobrenadante contenido en la membrana de didlisis, se dializa
frente a 4 litros de una solucién de 0,1xX MEM, pH 4,0 sin carbonato (ver soluciones del
anexo 1). La dialisis se realiza a 4° C durante 3 dias, cambiando el medio cada 24 horas. La
dialisis remueve el exceso de acido, manteniendo un pH bajo para prevenir la gelificacion del

colageno (el colageno gelifica a pH alcalino).

10) Pasadas las 72 horas, el colageno se recolecta, se le afiade una solucion de

Penicilina/Estreptomicina a una concentracion final de 1% (v/v) y se fracciona en alicuotas
de 5 mL.

11) Con este protocolo, normalmente se obtiene una solucion final de colageno muy concentrado.

La utilizacion de una solucion concentrada de coladgeno puede derivar en soluciones muy
viscosas y que gelifican muy rapido, por lo que es necesario determinar una dilucion de
trabajo adecuada. Como el colageno tiende a gelificar en presencia de pH alcalino,
aprovechamos esta propiedad para generar las gotas de colagenos al realizar los
microcultivos. Las diluciones de colageno se realizan con un medio RPMI 1640 10x, con un

pH entre 7,5-8,5 (ver soluciones del anexo 1). Las diluciones fueron de 1 mL colédgeno: 1 mL
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RPMI (1:1); 1 mL colageno: 0,5 mL RPMI (2:1); 1 mL colageno: 0,25 mL RPMI (4:1) y 1
mL colageno: 0,1 mL RPMI (10:1).

12) Para comprobar la dilucion de trabajo correcta, a un atomizador se adicionan 2 mL de
colageno con el volumen de RPMI correspondientes para cada dilucion, y se pulveriza sobre
cubreobjetos previamente dispuestos en una placa de 12 pocillos, desde una distancia de entre
40 -50 cm; se espera aproximadamente 1 minuto y a cada pocillo se adiciona 1 mL de PBS
previamente temperado a 37° C. Las gotas de colageno resultantes se observan en un
microscopio invertido con contraste de fase, a fin de determinar la dilucién de trabajo con la
cual se obtienen gotas de colageno apropiadas. De no obtenerse gotas de colageno con la
calidad adecuada, se repite el paso anterior, ampliando el rango de diluciones entre las cuales
se obtuvieron gotas de colageno cercanas a la calidad requerida. Es importante no diluir
demasiado el colageno, porque la solucion resultante no funciona adecuadamente.

13) Las alicuotas de colageno se mantienen en nevera a 4° C. La solucién de trabajo se va
adecuando conforme a la calidad de las gotas obtenidas en los cultivos en funcion del tiempo
transcurrido, utilizando cada vez una solucién menos diluida de colageno.

14) Finalmente, la solucién de colageno fresco se realiza cada 3-4 meses.

Solucion MEM 10x, sin carbonato:

Se prepara en agua mQ, a partir del contenido de un frasco de “Minimun Essential Medium Eagle” en polvo (Sigma-
Aldrich, ref: M0644-10X1L).
e El contenido de un frasco se disuelve en agua mQ estéril y se completa a 100 mL de volumen final.

Solucion MEM 0,1x, sin carbonato:

Se prepara en agua mQ, a partir de la solucion MEM 10x. Para un volumen final de 4 L:

e 40 mL de solucion MEM 10x.
e Agua mQ necesaria para completar 4 L.

Solucion de RPMI 10x:
Se prepara en agua mQ, a partir del contenido de un frasco de “RPMI-1640 medium” en polvo (ref: R1383-10X1L,
Sigma-Aldrich).

e El contenido de un frasco se disuelve en agua mQ estéril y se completa a 100 mL de volumen final.
e Se realizan alicuotas de 1 mL y se almacenan a -20° C.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

PROTOCOLO DE ELISA INDIRECTO

Se recogen 10 pL de medio condicionado de cultivo celular (células de Schwann o COS-7,
concentrado 10 veces) y se lleva a un volumen final de 100 uL con  PBS.

Se prepara una curva patron de SPARC recombinante de raton (R&D systems) de 10, 30, 60,
100, 200, 400, 600, 800 ng/mL.

En una placa para ELISA de 96 pocillos, de fondo plano (Corning®, Nueva York, EE.UU.,
ref: #3590.), a cada pocillo se adicionan 100 pL de muestra o 100 pL de las soluciones
estandar que forman la curva. Se incuban de un dia para el otro a 4° C.

Se lava con un sistema automatico (Biochrom Asys Atlantis microplate washer, Biochrom,
Cambridge, UK, ref: GO21101.) 4 veces con un tampon PBS con 0,05% Tween-20 (PBS-T).
Tras el Gltimo lavado, se retira el exceso de liquido mediante aspiracion.

Se adicionan 150 pL de una solucion de bloqueo para ELISA (ver soluciones del anexo 2),
para bloquear las uniones inespecificas. Se incuba por 1 hora a 37° C.

Se lava 4 veces con tampdn PBS-T. Tras el ultimo lavado, se retira el exceso de liquido
mediante aspiracion.

Se adiciona un anticuerpo primario policlonal de cabra contra SPARC (R&D Systems,
Minneapolis, AF942) a una dilucion 1:500 en solucion de bloqueo. Se incuba por 1 hora a
37°C.

Se lava 4 veces con tampdén PBS-T. Tras el ultimo lavado, se retira el exceso de liquido
mediante aspiracion.

Se adicionan inmunoglobulinas anti IgG de cabras conjugadas con peroxidasa de rabano
(HRP) (Dako, Dinamarca, P 0160) a una dilucion 1:500 en solucion de bloqueo. Se incuba
por 1 horaa 37° C.

10) Se lava 4 veces con tampdon PBS-T. Tras el dltimo lavado, se retira el exceso de liquido

mediante aspiracion.

11) Se adicionan 100 pL de una solucion de dihidrocloruro de o-fenilendiamina

(SIGMAFAST™ OPD, Sigma Aldrich, ref: P9187) por pocillo y se deja incubando a

oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente.

12) En un lector de microplacas, se mide la absorbancia a 450 nm de longitud de onda.

13) Para descartar las uniones inespecificas, se utilizaron pocillos sometidos a todo el tratamiento

pero sin el anticuerpo primario, por duplicado. El valor promedio se sustrajo de cada valor
individual, correspondiente tanto a los valores de la curva patron como a los de la muestra,

obteniéndose asi un valor de Absorbancia corregida.
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14) El célculo de concentracidn de proteina en las muestra se realiza a partir de la ecuacion de la
recta obtenida al graficar las distintas concentraciones de proteina recombinante respecto a
los valores correspondientes de Absorbancia corregida.

Solucién de bloqueo para ELISA

Se prepara en tampén PBS:
e 2% BSA Sigma

Solucion de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (SIGMAFAST™ OPD)

Se prepard la solucién de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial, para 20 mL finales de solucion:

e  Sacar un sobre de color plateado y un sobre de color dorado y dejar que alcancen la temperatura ambiente.

e Abrir un sobre plateado, el que contiene una tableta de OPD y adicionar a un recipiente que contenga 20 ml
de agua mQ, proteger de la luz.

e Abrir un sobre dorado, el que contiene una tableta de urea en perdxido de hidrogeno y adicionar junto a la
tableta anterior.

e Disolver por agitacion, evitar el contacto con la luz.

e Emplear la solucion dentro de la hora posterior a su preparacion.

La solucion final contiene 0,4 mg/mL de OPD, 0,4 mg/mL de urea en peréxido de

hidrogeno y 0,05 M de tampdn fosfato-citrato, pH 5,0

PROTOCOLO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

1. Recoleccion y Precipitacion del medio de cultivo enriquecido en SPARC.

Células PYS-2 cultivadas en 20 — 30 placas de cultivos de 150 cm* con una confluencia
de entre 50 — 75%, se lavan 3 veces con DMEM:F12 (1:1), sin suero (Gibco®, ref: 11320-033),
temperado previamente a 37° C. Tras el ultimo lavado, se reemplaza el medio por 12 — 13 mL de
DMEM:F12 (1:1), sin suero (Gibco®, ref: 11320-033) y se preincuban durante 15-30 minutos en
un incubador a 37° C en una atmosfera de CO, al 5%. Transcurrido el tiempo de incubacion, el
medio de preincubacion se reemplaza por medio sin suero fresco y se incuban por 18 — 24 horas.
Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo se recoge y se traspasan a tubos de centrifuga de 50
mL y se centrifugan a 1000 g por 5 minutos a temperatura ambiente, para eliminar los restos
celulares. Finalizada la centrifugacion, se recoge el sobrenadante y se ponen en un vaso de
precipitado que ha sido previamente siliconizado con Sigmacote ® (Sigma-Aldrich, ref: SL2),

segun las indicaciones del fabricante. Se afiade PMSF 0,2 M (ver soluciones) gota a gota bajo
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agitacion, hasta alcanzar una concentracion final de 0,2 mM. Para 100 mL de medio, se afiaden

0,1 mL PMSF 0,2 M. Se agita en hielo hasta que el medio alcance una temperatura de 4° C.

Tras el paso anterior, las proteinas del medio condicionado se precipitan con sulfato de
amonio solido ultrapuro, en una cantidad equivalente al 50% (p/v) respecto al volumen inicial de
trabajo, durante un periodo de varias horas, el cual se afiade en incrementos de 1-2 g por vez y se
deja bajo agitacion durante 12 — 24 hr a 4° C. El sulfato de amonio se afiade en pequefias
cantidades, tanto para mantener un pH neutro como para lograr una precipitacion eficiente de las
proteinas. Ademas, se controla que no se forme espuma debido a una agitacion rapida, ya que
seria indicativo de que las proteinas se estan desnaturalizando. Una vez precipitadas las proteinas,
el medio se transfiere a tubos de centrifugacién de 300 mL y se centrifugan a 18.000 g, en una
centrifuga Beckman modelo J2-HS (rotor JA 20) por 90 minutos a 4° C. El sobrenadante se
descarta y el precipitado se resuspende con 3-5 mL de tampdn DEAE (ver soluciones). Congelar

a -80° C, de ser necesario.

El aparato de HPLC empleado, est4d formado por: Detector uvicord SD modelo 2158,
Controlador modelo 2152, bomba modelo 2150, recolector de fracciones super rac modelo 2211

y chart modelo rec 101, de la marca comercial LKB/Pharmacia.

2. Cromatografia de intercambio iénico.

Dado que SPARC es una proteina acida, la cromatografia de intercambio idnico se realiza
con una matriz de intercambio aniénico débil, empleando una columna con una matriz

estacionaria de dietilaminoetanol (DEAE) -sefarosa.

Primero, el sistema de HPLC se carga con los tampones de corrida y de gradiente (ver
soluciones a continuacién). Posteriormente se instala y equilibra la columna DEAE (modelo
Hiprep FF 16/10, GE healthcare) segun las indicaciones del fabricante. Cuando el sistema esta
equilibrado, la muestra se centrifuga a 10.000 g por 10 minutos. Transcurrido este periodo de
tiempo, la muestra se carga en la columna con un flujo de 0,75 mL/min, para no sobrepasar la
presion maxima indicada para la columna. Se deja pasar un volumen equivalente a un o dos
volimenes de columna. La elucién de las muestras se realiza mediante un gradiente continuo
desde un 0% al 70% del tampdn B:
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Tiempo % B
0 min 0

10 min 0

11 min 1%
20 min 17%
100 min 70%

Durante la corrida cromatogréafica, las fracciones se colectan cada 3 — 5 minutos, en tubos
de 10 mL de capacidad. Las fracciones obtenidas se analizan posteriormente por Dot blot y/o por
Western blot, aquellas fracciones que contienen SPARC se traspasan a tubos concentradores
centricon, de un corte nominal de 10 KDa, y se centrifugan a 3327 g (4000 rpm) por 15-20
minutos, tras lo cual se mantiene el medio concentrado, descartando el medio filtrado, y se
adiciona tampon TBS-Calcio, centrifugdndose nuevamente por 10-15 minutos. Este paso se
repite 3-4 veces, para dializar la muestra y prepararla para la cromatografia de exclusién

molecular. Al final de este proceso, se obtiene una fraccion 10 veces concentrada.

3 Cromatografia de exclusion molecular.

Se retira la columna de DEAE del aparato de HPLC, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se lava el circuito con agua mQ y se carga con tampén TBS-Calcio. Una vez se ha
estabilizado el valor de absorbancia en el detector, se cambia pone la columna de exclusion
molecular. Las muestras inyectadas en esta columna, corresponden a las fracciones enriquecidas
en SPARC. La cantidad de muestra inyectada no supera los 50 uL y se corre a 0,06
mL/minutos durante 100 minutos. Se colectan fracciones cada 3-5 minutos. Las fracciones se
analizan mediante electroforesis de gel de poliacrilamida con tincion de plata y se estima la
concentracion de SPARC mediante la técnica de Western Blot.

Solucion stock de PMSF 0,2 M

Disolver 3,48 g de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF del acrénimo del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) en
100 mL de isopropanol. Almacenar a 4° C ¢ a temperatura ambiente.

Tampon DEAE de corrida (tampén A)

Se prepara en agua mQ:

e 500 mL de solucion stock de urea 8 M

e 50 mL de tampén Tris HCL 1 M, pH 7,4

e 1 mL de solucién stock de PMSF 0,2 M

e 300 mL de agua mQ

e Ajustar el pH a 8,3 con NaOH 10 N y llevar a 1 L con agua mQ
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Las concentraciones finales son 50 mM Tris HCI, pH 8,3, 0,2 mM PMSF y 4 M urea. El tampén se debe pasar
por un filtro de 0,22 um y desgasificar antes de usar.

Tampon DEAE de gradiente (tampon B)

Se prepara en agua mQ:

e 500 mL de solucion stock de urea 8 M

e 50 mL de tampén Tris HCL 1 M, pH 7,4

e 1 mL de solucién stock de PMSF 0,2 M

e 58,4 g de Cloruro de Sodio

e 300 mL de agua mQ

e Ajustar el pH a 8,3 con NaOH 10 N y llevar a 1 L con agua mQ
Las concentraciones finales son 50 mM Tris HCI, pH 8,3, 0,2 mM PMSF, 4 M urea'y 1 M NaCl. El tampén se
debe pasar por un filtro de 0,22 um y desgasificar antes de usar.

Tampon TBS-Calcio

Se prepara en agua mQ:

e 100 mM Tris HCI, pH 7,4
e 140 mM NaCL

e 1 mM Calcio.

Almacenar a 4° C. El tamp6n se debe pasar por un filtro de 0,22 um y desgasificar antes de usar.

PROTOCOLO GENERAL DE INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia se realiza sobre células crecidas en cubreobjetos de 15 mm de
diametro y fijadas en paraformaldehido al 4% en tampon PB 0,2M a pH 7,4 0 en cortes
histologicos de ganglio cervical superior, siguiendo el protocolo indicado a continuacién. Las

soluciones empleadas se indican al final del protocolo:

Los cubreobjetos con las células en cultivo, o los portaobjetos con los cortes histoldgicos
del SCG, se lavan 3 veces con PBS, con una duracion de 5 minutos cada lavado y se
permeabilizan por 30 minutos con una solucion al 0,3% de tritdn X-100 en PBS. Las uniones
inespecificas se bloguean con una solucién de bloqueo para inmunofluorescencia, incubandose
durante 1-2 horas, tras lo cual se afiaden los anticuerpos primarios sefialados materiales y
métodos, a las concentraciones indicadas, en solucion de incubacion para inmunofluorescencia

durante toda la noche a 4° C.

Las muestras se lavan 3 veces con PBS y se incuban con anticuerpos secundarios

especificos, conjugados con fluorocromos Alexa 488 o Alexa 555 (Molecular Probes), en tampon
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de incubacion, durante 1 hora a temperatura ambiente. Para dobles marcajes, se emplean
anticuerpos primarios de distintas especies con sus respectivos anticuerpos secundarios. Las
muestras se lavan 3 veces con PBS y los ndcleos se marcan con To-Pro 3 (Invitrogen) a una
dilucion 1:500, o con una solucion 400 nM DAPI durante 10 minutos. Por ultimo, las muestras se
lavan 3 veces con PBS y se montan con el medio de montaje “Fluoromount™” (Sigma-Aldrich,
ref: F4680), dejandose secar por 3-4 horas en oscuridad. Las muestras montadas se guardan a 4°
C hasta su posterior observacion.

La inmunofluorescencia de cortes histologicos de ganglios de ratas de ambos sexos a PO,
P2, P5, P10 y P15, se realizan en un sistema de montaje de portaobjetos en carros para realizar las
incubaciones (Sequenza™ Slide Rack and Coverplate™ system), evitando asi la desecacion del
tejido. Previo a la inmunofluorescencia, los portaobjetos con las secciones de tejido se
descongelan a temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo cual se lavan 3 veces con PBS y
se les afiade una solucion de SDS al 1% (p/v), por 5 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se lavan 3 veces con PBS. Tanto las soluciones de bloqueo como la

solucién de incubacion fueron distintas:

Solucién de blogueo para inmunofluorescencia

Se prepara en tampén PBS:
e 0,2% Gelatina.
e 20% (v/v) suero de cabra (normal goat serum, NGS).
e 0,2% (v/v) Tritén X-100.

Solucién de incubacion para inmunofluorescencia

Se prepara en tampdn PBS:
e 0,2% Gelatina.
e 1% (v/v) suero de cabra (normal goat serum, NGS).
e 0,2% (v/v) Tritén X-100.

Para la obtencion de los cortes histoldgicos, las crias de rata PO y P2 se anestesian en un
bafio de hielo, mientras que las crias de ratas P5, P10 y P15 se anestesian con una mezcla de
clorhidrato de 2-(2-clorofenil)-2-metilaminociclohexona (ketamina, Ketolar ®) 100 g/Kg de peso
y de clorhidrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Xilacina, Rompun®) 10 mg/Kg
de peso y perfundidas con una solucion al 4% de paraformaldehido durante 30 minutos. La
diseccion de los ganglios se realiza por el procedimiento descrito anteriormente. Los ganglios
limpios se fijan en paraformaldehido al 4%, durante 24 horas a 4° C, tras lo cual se crioprotegen
en una solucién al 30% (p/v) de sacarosa en PBS durante 48 horas a 4° C. A continuacion, los
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ganglios se engloban en O.C.T, por su acronimo del inglés Optimal Cryostat Temperature
(Tissue-Tek®, Sakura), utilizando unos moldes. La muestra se congela, quedando lista para la
obtencion de secciones. Los cortes histolégicos se realizan con un grosor de 10 um, en un
criostato (Cryocut 1800, Reichert-Jung) a -23° C, y se enganchan en un portaobjeto polilisinados,

y se guardan a -20° C.

Para obtener los portaobjetos polilisinados, portaobjetos (Thermo Scientific, Alemania),
se sumergen durante 5-10 minutos en la solucion de Poli-L-lisina al 50% (v/v) a partir de una
solucion de Poli-L-lisina al 0,1% (p/v) (Sigma-Aldrich, ref: P8920) y se dejan secar por 60

minutos aproximadamente, en una estufa a 37° C.

Solucién de blogueo para cortes histoldgicos

Se prepara en tampon PBS:
e 20% (v/v) FBS (Invitrogen).
e 0,2% (v/v) Tritén X-100.

Solucién de incubacion para cortes histoldgicos

Se prepara en tampdn PBS:
e 1% (v/v) FBS (Invitrogen).
e 0,2% (v/v) Tritén X-100.

PROTOCOLO DE ELABORACION DE GELES DE UNA DIMENSION

Se prepara la fase separadora del gel, la que se hace al 8-12% (ver soluciones, S10) y se
ponen 3 mL de esta solucion en un soporte de vidrio para geles (BioRad). Luego de que la fase
separadora polimeriza, se adiciona la solucion de la fase concentradora (ver soluciones, S12),
preparada al 4%, y se pone la peineta plastica (BioRad), con la cual se forman los carriles del gel.

Mientras se polimeriza la fase concentradora, a las muestras se les adicionan 5 pL de
tampdn de carga (ver soluciones, S6). Una vez formado el gel, las muestras se hierven por tres
minutos a 100° C, tras lo cual cada muestra se carga en un carril del gel. La electroforesis se
efectla durante 45 minutos a 200 V (fuente de alimentacion BioRad) en presencia de tampon de
electrodos (ver soluciones, S13). Finalizada la electroforesis, el gel se traspasa a un recipiente

adecuado para la tincién de Coomasie o para la tincion de plata.
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PROTOCOLO DE ELABORACION DE GELES DE DOS DIMENSIONES

Las proteinas contenidas en 50 pL de medio de cultivo sin suero (SF) o de medio
condicionado concentrado (MC-Sc), se precipitan con 200 pL de acetona a -20° C por 8
horas. El precipitado resultante se centrifuga a 20.000g por 15 minutos a 4° C, tras lo cual se
descarta el sobrenadante. El precipitado resultante se deja secar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, el precipitado se resuspende en 300 pL de solucion de

rehidratacion:

Urea ™™

Tiourea 2M

CHAPS 4% (p/v)

Anfolitos 0,5% (v/v) (IPG buffer GE)
DTT* 10 mM

TBP* 2mM

Azul de bromofenol* 2% (viv)

*: Estos componentes se adicionan al tampén inmediatamente antes de su utilizacion.

Para cada muestra, se rehidrata una tira de gel de acrilamida de 18 cm (Immobiline™
DryStrip pH 3-10 NL, 18 cm, Amersham), la cual corresponde a la primera dimension. La
rehidratacion se realiza durante toda la noche a temperatura ambiente y protegidas de la
desecacion, cubriéndolas con aceite mineral. Seguidamente, se realiza el isoelectroenfoque de las
tiras a 20° C y a 50 pA por tira con el sistema “Ettan IPGphor Il Isoelectric Focusing” (GE
Healtcare), empleando un protocolo con ~ 62.000 v/h acumulados. Al finalizar el
isoelectroenfoque, las tiras se tratan durante 10 minutos con 2 mL de tampdn de equilibrio con
DTT al 2% (ver soluciones, S16), sequido por una incubacion con tampon de equilibrio con IAA
al 2,5% (ver soluciones, S17) durante 10 minutos. Finalmente, se retira el tampon de 1AA,
dejando las tiras con 2 mL de tampon de transferencia.

Se preparan geles de 20x16 cm de acrilamida, con una fase de separacion al 12% con una
fase concentradora de aproximadamente 1 cm de alto (1,5 mL aprox.). En un extremo de la fase
concentradora, se hace un carril para poner los marcadores de peso molecular Dual Color
(BioRad, #161-0374), dejando siempre un volumen con gel concentrador. Una vez polimerizado
el gel, las tiras isoelectroenfocadas se ponen sobre el gel, con el lado positivo de la tira junto al
marcador de pesos moleculares. Los geles se corren a 30 V durante la noche o a 200 V por 4-5

horas. Las proteinas se visualizan mediante tincion de plata.
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TINCION DE PROTEINAS CON SOLUCION COOMASIE

Los geles se ponen en una solucion tefiidora Coomasie (ver soluciones, S7), en agitacion
durante 1-3 horas o toda la noche, hasta apreciar la presencia de bandas de proteinas. Una vez se
han tefiido las bandas de proteinas, se cambia la solucién de Coomasie por la solucion
destefiidora turbo (ver soluciones, S8), para eliminar la tincion inespecifica de fondo. De ser

necesario, se realizan dos o mas cambios de solucion destefidora turbo.

TINCION DE PROTEINAS POR TINCION DE PLATA

El gel se trata con una solucién fijadora (ver soluciones, S22) durante 30 minutos, tras lo
cual se lava durante 10 minutos con agua mQ, por un total de 6 veces. Finalizado el lavado, el gel
se incuba con una solucion de 100 mL de agua mQ y 1 mL de solucién 2% tiosulfato de sodio,
por un minuto (ver soluciones, S21) y se lava 2 veces por 1 minuto cada vez, con agua mQ. En
oscuridad, el gel se tratan con 100 mL de una solucién fresca de nitrato de plata (ver soluciones,
S23), durante 30 minutos, y se lava por un minuto con agua mQ, para despuées revelar el gel con
una solucion de revelado (ver soluciones, S24) por aproximadamente 3,5 minutos o hasta que el
gel esté de una coloracién aceptable. El revelado se detiene mediante la adicion de 3,5 mL de
acido acético glacial, mediante agitacion por 10 minutos, se lava con agua mQ 4 veces por 30

minutos cada vez y se guarda en una solucion de etanol al 20% (v/v).

PROTOCOLO DE WESTERN BLOT

Se realiza un gel de electroforesis de una dimension de los medios condicionados a
estudiar, el que se carga con las muestras y una curva patron de SPARC de ratén recombinante
(R&D systems, Minneapolis, EE.UU., ref: 942-SP), consistente en 5, 10, 15 y 20 ng de SPARC
por carril. Una vez realizado el gel, éste se transfiere a una membrana de nitrocelulosa (BioRad,
Hercules, CA) con una solucion de transferencia (ver soluciones, S19) por el método “sandwich”
(Fig. 21), transfiriéndose las proteinas a 100 V durante 60 minutos a 4°C. Una vez finalizada la
transferencia, la membrana se traslada a una solucién de blogueo (ver soluciones, S25) y se deja

agitando por 60 minutos, para eliminar las uniones inespecificas. Transcurrido este tiempo, se
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extrae el medio de blogueo y se adicionan un anticuerpo primario policlonal de cabra contra
SPARC (R&D Systems, Minneapolis, EE.UU., ref: AF942) a una dilucion 1:500 en la solucion
de blogueo. Se incuba por toda la noche a 4°C. Tras el anticuerpo primario, se lava 3 veces con
tampon TBS-T (ver soluciones, S28), 5 minutos cada lavado y se adiciona el anticuerpo
secundario, correspondiente a inmunoglobulinas anti 1gG de cabra conjugada con peroxidasa de
rdbano (HRP) (Dako, Dinamarca, P 0160) a una dilucion 1:500 en la solucién de blogueo. Se
incuba por 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado este tiempo, la membrana se lava 5 veces
con tampén TBS-T y se incuba con reactivos quimioluminescentes del ECL (Enhanced
Chemilluminescence) (GE Healthcare) durante 1 minuto (ver soluciones, S29). La sefial
luminiscente se capta en el aparato “Luminescent Image Analyzer LAS-3000” (Fujifilm),
mediante el programa “ImageReader LAS-3000” las imégenes se captan cada 10 segundos hasta

un maximo de 120 segundos, en la configuracién de sensibilidad estandar.

Figura 21. Esquema del método de

A B : cees P
P Citodo ) O (+) transferencia sandwich™. — A)
Representacion esquematica de la
_AP” Esponja disposicion  de  los  diferentes
. elementos que se utilizan en la
=~ Papelfitro (3x) transferencia. B)  Representacion
7 Gl esquematica de una cubeta de
P Membrana nitrocelulosa transferencia. El gel, la membrana de
3 nitrocelulosa y los otros elementos,
7~ Papelfiltro (3x%) . ,
. se encuentran sumergidos en tampon
AP Esponja de transferencia. Esta cubeta se
- Anodo (+) conecta a una fuente de alimentacion.

PROTOCOLO DE DOT BLOT

La membrana de nitrocelulosa se humedece homogéeneamente en tampon TBS. Se ensamblan
las distintas partes del aparato de Dot blot, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez
montado y sellado, el aparato de Dot blot se conecta al vacio y se ajusta la valvula de flujo, para
permitir la aplicacion de vacio al aparato. Posteriormente la valvula se cambia a la posicion 2, se
adicionan 100 pL de TBS a cada pocillo a utilizar y se conecta nuevamente el vacio al aparato, a
fin de filtrar el tampdn por los pocillos a emplear, tras lo cual se desconecta el vacio. Se diluyen
20 pL de muestra en 180 uL de TBS, cada muestra se adiciona a un pocillo y se conecta el
aparato al vacio durante unos 20 minutos o hasta que la muestra se ha drenado completamente.
Una vez drenadas las muestras, se desconecta el vacio, se ajusta la valvula para permitir el
contacto con el aire y se retira la membrana de nitrocelulosa. Finalizado este proceso, se siguen

los pasos indicados en el protocolo de Western Blot, luego de la transferencia.
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Schwann cells modulate short-term plasticity
of cholinergic autaptic synapses

Anna P. Perez-Gonzalez, David Albrecht, Juan Blasi and Artur Llobet

Laboratori de Neurobiologia — CIBERNED, IDIBELL — Universitat de Barcelona, 08907 L’Hospitalet de Llobregat, Spain

Nicotinic synapses in the autonomous nervous system display use-dependent plasticity but the
contribution of cellular environment, as well as the presynaptic mechanisms implicated in this
process remain to be determined. To address these questions synaptic function was assayed in
rat superior cervical ganglion (SCG) neurons microcultured in isolation from any other cell type
and compared to those microcultured in the presence of Schwann cells of ganglionar origin.
Schwann cells were not required for synapse formation in vitro because functional cholinergic
autaptic synapses were established in both experimental conditions. The number of synapses
was comparable between the two culture conditions but the frequency of spontaneous miniature
excitatory postsynaptic currents was enhanced in those neurons grown in direct contact with
glial cells. Autapses displayed facilitation and depression, both processes being determined by
the fraction of vesicles from the readily releasable pool discharged by an action potential. At
high release probabilities vesicles were more efficiently mobilized, thus promoting depression,
whilst low release probabilities made facilitation likely to occur. Schwann cells did not modify
significantly facilitation but increased synaptic depression. In single cell microcultures, paired
pulse stimuli showed a monoexponential recovery from depression with a time constant of
~60 ms, while in microcultures developed together with glial cells, recovery was bi-exponential
with a significantly slower time course. Altogether these results show that Schwann cells from
sympathetic ganglia directly modulate use-dependent plasticity of nicotinic synapses in vitro by
enhancing short-term depression.
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A key process for information processing in neurons is
homosynaptic short-term plasticity, which takes place
when repeated firing of a presynaptic neuron induces
a change in synaptic efficacy (Dittman & Regehr, 1998;
Millar et al. 2002; Zucker & Regehr, 2002). Increasing
evidence indicates that glial cells are active modulators
of use-dependent plasticity. For example, in the neuro-
muscular junction perisynaptic Schwann cells are key
to determining the degree of high frequency induced
depression (Robitaille, 1998), and in hippocampal
synapses synaptic supression is mediated by astrocytes
(Zhang et al. 2003). In addition, glial cells are required for
multiple neuronal functions, ranging from development
and establishment of synapses (Christopherson et al.
2005) to buffering of neurotransmitters (Mennerick &
Zorumski, 1994), protons (Deitmer & Rose, 1996) or
potassium (Kofuji & Newman, 2004).

This paper has online supplemental material.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

One of the key elements that determine glial actions
on neuronal function is their tight location to neuronal
processes, as for example Schwann cells at the neuro-
muscular junction or Bergmann glia at the cerebellum.
However, such structural organization is the result of a
developmental process, which cannot be modified without
compromising synaptic function. In order to overcome
this limitation, the aim of the present study was to set
up an in vitro approach where neuronal development was
essentially determined by the composition of the culture
medium, thus compensating the direct trophic actions of
the cellular environment. Ideally, under such experimental
conditions, glial cells should also be able to establish
interactions with neurons in vitro similar to those pre-
sent in vivo. Hence, this type of approach would make it
possible to separate the participation of neuron—glia inter-
actions on synaptic plasticity from their developmental
role.

Neuronal microcultures provide a simple scenario to
study synaptic function, because a given neuron is both
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presynaptic and postsynaptic since it is forming a network
of autaptic contacts (Furshpan et al. 1986b; Bekkers &
Stevens, 1991). Autapses resemble their synaptic counter-
parts and display multiple plasticity features (Goda &
Stevens, 1998; Schluter et al. 2006), so microcultures
offer an accessible, direct approach for identifying the
molecular mechanisms underlying short-term plasticity
(Murthy et al. 1997). Glial secreted products, however,
are essential to establish successful microcultures from
central neurons, because it has been demonstrated that in
their absence there are a very low number of functional
synapses formed (Nagler et al. 2001). In contrast, some
neurons from the peripheral nervous system show less
complex trophic requirements. Sympathetic neurons are
an example, because their survival and development are
essentially dependent on nerve growth factor (NGF) both
in vivo and in vitro. For this reason, in the present study
we microcultured sympathetic neurons from the superior
cervical ganglion (SCG), modifying procedures already
described (Furshpan et al. 1986b).

By using the experimental conditions hereby explained,
short-term plasticity displayed by synapses where only
the pre- and postsynaptic elements were present was
compared to those where Schwann cells of sympathetic
origin coexisted throughout the microculture procedure.
The results obtained showed that this particular type of
glial cell had a specific effect both on the frequency of
spontaneous miniature postsynaptic currents (mEPSCs)
and on short-term depression, thus reinforcing the idea
that short-term plasticity is tightly coupled to the cellular
environment.

Methods
Animals

Albino Sprague-Dawley rats (P0-P2) were used for
preparation of superior cervical ganglia. Animals were
chilled in ice. Once surgery was finished, pups were
killed by decapitation. The procedure was approved by
the ethical committee of Generalitat de Catalunya (DMA
no. 3326).

Establishment of single cell microcultures from rat
superior cervical ganglion neurons

To prepare microcultures, sterilized coverslips (15 mm
diameter) were placed in a 12-well plastic dish and covered
with a thin agarose layer (0.15%). The agarose was left to
dry for at least 1 h under UV light. Collagen was prepared
from rat tails and stored at 4°C in an acidic medium for no
longer than 5 months. Microdots were fabricated using a
perfume atomizer immediately before plating the neurons.
The pH of collagen was adjusted to a moderate basic value
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(7.5-8) when sprayed and viscosity was assayed for the
different stocks before use.

The essential procedure for isolation and culture of
SCG neurons was performed using protocols described
elsewhere (Mains & Patterson, 1973; Furshpan et al
1986b). Neurons were dissociated from the superior
cervical ganglia of newborn albino Sprague—Dawley rats
(PO-P2). At least 20 ganglia were used in each culture.
Ganglia were enzymatically treated at 37°C, first with
2.5mg ml~! collagenase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) for 10min, followed by 0.05% trypsin—-EDTA
solution (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 20 min.
Trypsin was removed and ganglia were placed in a
high serum medium based on Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM)-F12 (1:1) 4+ 20% fetal bovine
serum (FBS) (Invitrogen) to ensure inactivation of the
remaining enzyme. Complete disaggregation was achieved
mechanically using sterilized glass pipettes. Dissociated
neurons were then placed in a 10 cm culture dish and
kept for ~90 min in the incubator. This preplate period
allowed non-neuronal cells to attach to the culture dish
and removed > 90% of them in the final microcultures.
To increase the number of microcultures established in
the presence of Schwann cells, the duration of the preplate
period was reduced to ~30 min. At the end of preplate,
medium was centrifuged for 2 min at 2000 g. The pellet
was then resuspended in 1 ml of high serum medium.
The cell suspension was then forcibly ejected 3 times
through a hypodermic needle (25 gauge, 0.5 x 16 mm)
to break up possible clusters of neurons. Neurons
were plated on freshly sprayed collagen dots at a low
density (2000-3000 cells ml™!) in plating medium. The
composition of the plating medium was DMEM-F12
(1:1) containing 2.5% FBS, 2.5% rat serum (prepared in
the animal care facility of the University of Barcelona), and
500 nM NGF (Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel).
To achieve a cholinergic phenotype, 2 nm ciliary neuro-
trophic factor (CNTF; Alomone Laboratories) was added
to plating medium 2 or 3 days after culture preparation
(Saadat et al. 1989). Culture medium was changed two or
three times a week by removing half of the well volume.

Current-clamp and voltage-clamp recordings

All experiments were performed in the whole-cell
configuration using neurons microcultured for 10-15 days
in vitro. Typical pipette resistances were 2—4 MQ when
filled with internal solution. Composition of the internal
solution was (in mm): 130 potassium gluconate, 4 MgCl,,
0.02 BAPTA, 10 Hepes, 3 Na,ATP, 1 NaGTP, pH7.2,
290 mosmol kg!. External solution contained (in mm):
130 NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,, 10 Hepes-hemisodium salt
and 10 glucose, pH 7.4. The final CaCl, concentration
was achieved by dilution from a 1M stock solution
(Sigma-Aldrich). All salts were from Sigma-Aldrich.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society
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Before the addition of glucose and CaCl,, the osmolality
of the external solution was 290 mosmol kg~". For current
clamp recordings potassium gluconate was replaced by
KCl. Hexamethonium (Sigma-Aldrich) was prepared at
100 uM in extracellular solution. The recombinant light
chain of tetanus toxin was prepared and stored at —80°C.
Aliquots containing the catalytic domain of the toxin were
only thawed once.

Current-clamp recordings were performed using an
Axoclamp 2A amplifier (Molecular Devices, Union City,
CA, USA). Voltage clamp experiments were carried
out using an Axoptach-200B (Molecular Devices).
Amplifiers were driven by an ITC-18 board (Instrutech,
Great Neck NY, USA) using WCP software (Dr John
Dempster, University of Strathclyde, http://spider.science.
strath.ac.uk/sipbs/page.php?page=software_ses). Neurons
were clamped at —60 mV and stimulated by a 1-2 ms
depolarization step that drove membrane potential to
0 mV. Autaptic currents were identified as inward currents
that appeared inmmediately after the sodium current
associated with the generation of an action potential
(Bekkers & Stevens, 1991). Analysis was performed with
custom made macros written in Igor Pro software 6.0
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA). All experiments
were performed at room temperature (22-24°C).

Immunocytochemistry

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min
at room temperature. Blocking was performed for
2h with 20% normal goat serum in a 0.2% Triton
solution. All primary antibodies were incubated for 1h
at room temperature at the following dilutions: mono-
clonal VAMP-2 (Synaptic Systems, Géttingen, Germany)
1:1000; polyclonal synaptophysin (Synaptic Systems)
1:500; monoclonal S-100B (Abcam, Cambridge, UK)
1:1000; monoclonal fibronectin (Abcam) 1:100; poly-
clonal PSD-93 (or chapsyn-110, Chemicon) 1:1000;
and monoclonal VAchT (NeuroMab, Davis, CA, USA)
1:500. Secondary antibodyes labelled with Alexa dyes
(Invitrogen) were used at 1:500 dilution and incubated
at room temperature for 2 h. Synapse quantification was
performed using Image J software from images obtained
of neurons co-stained with VAMP-2 and PSD-93. An
axo-somatic synapse was considered when there was
a co-staining of the two markers in round structures
0.5-1 um in diameter, located in the periphery of the
soma, which spanned two to three confocal sections
(~0.4 um each). The proportion of non-neuronal cells
stained for S-100B and fibronectin was calculated after
staining nuclei with propidium iodide or to-pro-3
(Invitrogen).

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society
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Results

Microcultures of superior cervical ganglion neurons
established functional cholinergic autapses

In the absence of glial cells or their secreted factors a single
SCG neuron was able to successfully develop axon-like
and dendrite-like processes circumscribed to a microdot
of collagen, which we termed a single cell microculture
(Fig. 1A). Growth of the dendritic tree was obvious
during the first week in culture and during the second
and third week numerous branches and ramifications
became more common, similar to what has already been
described (Furshpan et al. 1986b). The appearance of
neurons developed together with non-neuronal cells
was very similar to single-cell microcultures (Fig. 1B).
The absence of supporting cells did not affect the
formation of synapses because the presence of potential
autapses along the dendritic network was demonstrated
by the positive staining for VAMP-2 (Fig.1C) and
synaptophysin (Fig. 1D) in single cell microcultures (see
also Fig. 2 for synapse quantification). In the SCG in vivo,
preganglionic fibres tend to establish more axo-dedritic
rather than axo-somatic synapses (Forehand, 1985).
Similarly, single cell microcultures displayed a
larger number of axo-dendritic autapses along their
dendritic-like tree compared to the soma (Fig. 1C and D).

The works of Furshpan and coworkers demonstrated
that SCG neurons are able to change their phenotype
from adrenergic to cholinergic in defined culture
conditions. Several factors can induce such change, for
example, presence of a feeder layer of myocardiocytes,
rat serum or growth factors (Furshpan et al. 1986b).
In the present experimental conditions a cholinergic
phenotype was induced by CNTF (Saadat et al. 1989).
The location of putative cholinergic terminals was
demonstrated by staining for the vesicular transporter
of acetylcholine (Fig. 1E). Similarly to VAMP-2 and
synaptophysin staining, the periphery of the collagen
microdot showed a more marked presence of cholinergic
terminals if compared to the somatic region. However, the
contribution of these peripheral autapses was probably
not reflected in electrophysiological recordings due to
space-clamp limitations. Only those synapses located in
the soma or nearby dendritic tree were likely to provide
information (Fig. 1F).

The average resting membrane potential of SCG
neurons grown in single cell microcultures was —51 mV
(n=7). After 0.6-1 nA current injections, neurons fired
action potentials at frequencies ranging from 0.1 to
20 Hz. The nature of synaptic transmission was studied
in experiments such as those depicted in Fig. 1G.
Functional cholinergic autapses were revealed by twice
challenging neurotransmission: first by hexamethonium,
a specific blocker of ganglionar nicotinic receptors, and
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second by removing calcium from the extracellular
medium. Both manoeuvres suppressed autaptic EPSPs
reversibly, thus demonstrating the presence of nicotinic
autapses. Although SCG neurons in microculture may
synthesize other neurotransmitters than acetylcholine
(Furshpan et al. 1986a), a complete block of neuro-
transmission by hexamethonium was always achieved
(n=4). Cholinergic synapses were therefore predominant
under our experimental conditions.

What was the nature of non-neuronal cells present
in the microcultures? In the superior cervical ganglion,
Schwann cells are the most abundant non-neuronal cell
type and display a slow growth in culture compared to
fibroblasts originating from the perineurium (Freschi,
1982). The SCG also contains satellite cells and small
intensely fluorescent (SIF) cells (Baluk, 1995). Although
all these cell types could be potentially present in

A
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a microculture, the morphology under the phase
contrast microscope after 10 days in vitro supported a
predominant Schwann cell population. This observation
was confirmed by the fact that positive staining for
the calcium binding protein S-100B was found in 97%
of the non-neuronal cells present in the microcultures
(1741 cells evaluated). Typically, all non-neuronal cells
observed in a microculture expressed S-100B but this
marker was absent from neurons (Fig.2A). Previous
immunohistochemical studies revealed the S-100B marker
stains Schwann cells and satellite cells of the superior
cervical ganglion (Cocchia & Michetti, 1981) and in
addition, transgenic mice expressing fluorescent proteins
under the control of the human S-100B promoter show
a few Schwann cells enveloping a single postsynaptic
neuron (McCann & Lichtman, 2008). On these bases
the term ‘Schwann cell’ used in the present study refers

Figure 1. Single cell microcultures of superior
cervical ganglion neurons

A, phase contrast image of a single cell microculture of
a superior cervical ganglion neuron after 15 days in
vitro. B, phase contrast image of a superior cervical
ganglion neuron developed together with non-neuronal
cells in a microculture, 12 days in vitro. C-£, single cell

[2mMCa? | HEX | 2mMCa® | 0 Ca®

| 2mM Ca?* |

microcultures stained for VAMP-2, synaptophysin and

vesicular acetylcholine transporter (VAChT), respectively.
Arrows indicate the location of the soma. F, overlay of
DIC and fluorescence images of the neuron shown in E.
The neuron was patched and subsequently fixed and
stained for vAChT. The circle with the dotted line
indicates the location where the patch pipette was
placed. G, representative current clamp experiment
showing that autaptic responses were sensitive to
hexamethonium (HEX) application and extracellular

|1IJII|V

calcium removal. Note that both manoeuvres were
reversible.
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to S-100B immunoreactive glial cells, thus considering
satellite cells as a type of Schwann cell (Mathey & Armati,
2007). Some glial cells tended to cluster around somas
(Fig. 2A, arrows), whilst there were others associated with
neuritic processes, further suggesting the presence of a
heterogeneous Schwann cell population. The contribution
of fibroblasts to the non-neuronal cell population was
negligible, as revealed by fibronectin staining (Rohrer &
Sommer, 1983). Only a few fibroblast clusters, which did
not form part of the microcultures, were observed at
the edges of coverslips (data not shown). Thus, micro-
cultures containing non-neuronal cells were reproducing
in vitro the interactions between Schwann cells and super-
ior cervical ganglion neurons.

In order to evaluate the influence of glial cells
on synaptogenesis, microcultures were co-stained with
the postsynaptic and presynaptic markers, PSD-93 and
VAMP-2, respectively (see Methods for details). As shown
in Fig. 2B, axo-somatic synapses were rare after a few days
in culture but showed a marked increase when neurons
reached 1015 days in vitro. Development of SCG neurons
in culture is associated with an increase of their somatic
surface (Johnson et al. 1980; see also Fig. 2A). Immediately
after plating, neuron size was ~10 um, and after 2 weeks
in culture neurons of single cell microcultures increased
their surface diameter to 24 +2 um (mean =+ S.E.M.,
n=16). Neurons developed in the presence of Schwann
cells showed a similar growth to a size of 26 2 um
(mean + S.E.M., n=16). On these bases, the densitiy of
axo-somatic contacts was comparable in single cells and
microcultures developed in a glial environment (Fig. 2C).
Altogether, these results showed that Schwann cells neither
promoted an increase of somatic surface nor enhanced the
number of axo-somatic synapses. Axo-dendritic synapses
were not evaluated because: (i) the complexity of the
dendritic-like tree was very variable among microcultures,
(i) axo-dendritic synapses tended to form clusters, and
(iif) most of the axo-dendritic synapses did not contribute
to electrophysiological responses due to space clamp
limitations.

To evoke synaptic transmission, the soma of a single
microcultured SCG neuron was depolarized during 2 ms
from a holding voltage of —60 mV to O0mV. In 2 mM
extracellular calcium concentration ([Ca’"],) autaptic
responses ranging from 0.4 to 4nA were observed
immediately after the sodium current peaked (Fig.2D).
The nature of evoked EPSCs was nicotinic because
addition of 100 uM hexamethonium at the end of the
experiment always abolished them (n=6, data not
shown). In agreement with synaptic immunostainings,
autaptic currents were never observed in microcultures
developed for less than 10 days in vitro. In those cultures
the sodium current was not followed by an autaptic
response (Fig. 2D), showing a lack of mature cholinergic
synapses.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society
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Spontaneous miniature EPSCs in microcultures
established in the presence and absence
of Schwann cells

Changing extracellular calcium concentration is a well
established method to modify the release probability
of synaptic terminals (Dodge & Rahamimoff, 1967).
However, this manoeuvre could also have an effect at the
postsynaptic level because SCG neurons express nicotinic
receptors highly permeable to calcium (Trouslard et al.
1993). To investigate this possibility, the effect of [Ca®*],
on spontaneous miniature EPSCs (mEPSCs) was analysed
by exposing neurons to 1 mmMm, 2mM and 4 mm [Ca**],
(Fig. 3).

The size of mEPSCs was variable, showing amplitudes
ranging from 20 to 140pA (Fig.3A and B). Both,
the intrinsic variability of postsynaptic responses and
cable filtering properties of dendrite-like processes were
likely to contribute to this wide distribution (Bekkers &
Stevens, 1996). On average, the amplitude of mEPSCs
was little affected by raising [Ca®*], from 1 mM to 4 mm,
but their duration was increased at the higher [Ca®*],
tested. The decay phase of mEPSCs was well fitted by
a single exponential whose time constant rose gradually
from 1mm [Ca*™], to 4mm [Ca’"], (Fig.3C). As a
result, mEPSCs obtained in high [Ca’*], carried more
charges into the cell (Fig.3D). Calculation of mEPSCs
integrals was therefore influenced by [Ca®"],, whilst
measurement of their amplitudes was relatively insensitive
(Fig. 3E).

To investigate whether the presence of Schwann cells
in the microculture could modifiy neurotransmission
in autaptic synapses we first analysed mEPSCs. In this
type of microcultures, and as described for single-cell
ones, the rise in [Ca*"], increased the decay phase of
mEPSCs (Fig.4A and B). As a result, mEPSCs found
at high [Ca’"], carried more charges into the cell
(Fig. 4C), thus reflecting the high permeability of nicotinic
receptors to Ca*". In terms of amplitude, no differences
existed between mEPSCs obtained in single cell micro-
cultures and in cultures developed in the presence of
Schwann cells (Fig. 4D). The analysis of mEPSCs obtained
in 2mm [Ca®"], showed that their temporal profile
was not modified by the presence of glial cells. The
rise time from 20% to 80% was 1.5ms (n=102) and
1.3ms (n=101) for single cell and glial microcultures,
respectively. In addition, there was no obvious correlation
between mEPSC amplitudes and their decay time constant
in both culture conditions (Fig. 4E). Altogether, Fig. 4A-E
shows that the individual characteristics of mEPSCs did
not change in the presence of Schwann cells, but they
appeared at a frequency almost an order of magnitude
higher when neurons developed in the glial environment
(Fig. 4F; compare to Fig.3A). Schwann cells increased
synaptic activity from ~0.2 to ~1.5mEPSCss~!. Such
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Figure 2. Effect of glial cells on synaptogenesis

A, images of two different microcultures co-stained for the presynaptic and glial cell markers synaptophysin and
S-100B. The entire non-neuronal cell population was labelled with S-100B, a protein typically expressed in Schwann
cells but not present in neurons. Arrows indicate the location of the somas. The upper microculture contained two
neurons. Nuclei were labelled with to-pro-3, which are shown in blue. Note the increased soma size and the more
complex neuritic tree in the older microculture. B, synaptogenesis was visualized by co-staining for the presynaptic
and postsynaptic markers VAMP-2 (red) and PSD-93 (green), respectively. In single cell microcultures, synapses
(yellow spots) were rare at 5 days in vitro (DIV) but covered the soma and dendritic-like process when the culture
period extended further than 10 DIV. Only axo-somatic synapses were quantified (see Methods). C, summary of
synaptogenesis observed in single cell and microcultures developed in the presence of glial cells, indicated as SCM
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Figure 3. Properties of spontaneous
miniature excitatory postsynaptic currents
in single cell microcultures

A, spontaneous miniature excitatory
postsynaptic currents (mEPSCs) observed in a
single cell microculture. Extracellular solution
contained 1 mm Ca?*. B, traces from 56 !
mEPSCs coming from 2 different neurons i
bathed in 2 mm Ca?*. The average mEPSC for |
this set of recordings is shown in black.

C, average mEPSCs for 1 mm [Ca?t], (n = 50,

4 cells), 2 mm [Ca?t], (n = 102, 5 cells) and D

4 mwm [Ca?t], (n = 106, 3 cells). Single
exponential fits showed that mEPSCs
prolonged their duration when [Ca®*],
increased. Time constants were 11 ms, 13 ms
and 18 ms for 1 mm, 2 mm and 4 mm [Ca2t],,
respectively. D, distribution of charges carried
by mEPSCs in 2 mm and 4 mm [Ca%t],.

E, average values of amplitude and charge
carried by mEPSCs as a function of [Ca?*],.
Note that the amplitude of mEPSCs showed
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enhancement of spontaneous neurotransmission was
not associated with a larger number of active synapses
because Schwann cells did not promote synaptogenesis of
axo-somatic synapses (Fig. 2C). Hence, Schwann cells had
a direct effect on the spontaneous activity of nicotinic
autapses, but what was their effect on evoked neuro-
transmission?

Neurotransmission in cholinergic autapses studied at
low frequencies of stimulation

Long periods of recording allowed the diffusion of the
intracellular solution from the patch pipette to neuritic
processes. This phenomenon was seen by the addition of
0.2 mM tetramethyl-rhodamine labelled 3 kDa dextran to
the internal solution. Staining of processes was obvious
after 28 min of dialysis. Maximum dye accumulation
was at dendrites located in the proximity of the soma

T 1

15 20 "imMCa 2mMCa 4mMCa’

1 :0
Qepsc (PC)

but labelling of ~1 um diameter axon-like processes
was also observed (see Supplementary Fig. 1). To test
whether the presence of dye along the axon was reflecting
a washout of synaptic proteins, rundown for autaptic
responses was tested in recordings lasting more than
30 min (7 = 6). In this set of neurons series resistance was
maintained around initial levels for more than 50 min.
Although the amplitude of EPSCs was decreased by 25%
at the end of the recording period, little rundown was
observed in the charge carried by autaptic responses
(Fig. 5). This observation confirmed that Schwann cells
were not required for the robustness of the experimental
preparation.

Long lasting recordings offered the possibility to
investigate the effect of recombinant proteins able to
interfere with presynaptic function. When the
recombinant light chain of tetanus toxin was diluted
to 2uM in the internal patch solution, it blocked

and GM, respectively. The presence of Schwann cells did not modify the number of axo-somatic synapses after
10 DIV. D, the black trace shows an evoked autaptic response by application of a 2 ms depolarization via a patch
pipette placed at the soma. An initial inward current corresponding to the sodium current associated with the
generation of an action potential was followed by a nicotinic EPSC. The red trace shows a typical response of a
microculture lacking mature synapses, because only the sodium current is observed.
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neurotransmission. Success, however, was only achieved
in small microdots and it developed after ~25 min of
recording (Fig. 5). The molecular weight of the light chain
of tetanus neurotoxin is 50 kDa, more than 10 times larger
than the fluorescently labelled dextran used to evidence
neuritic processes. This difference probably caused
a slower diffusion through long, tortuous axon-like
processes. Obtaining a successful delivery of recombinant
proteins to presynaptic terminals therefore required the
use of small microdots, usually not bigger than ~100 um
diameter.

Long lasting recordings where responses were evoked
at stimulation frequencies ranging from 0.1 to 1 Hz did
not show obvious plasticity features. On average, the
amplitude of EPSCs showed little variation during the
initial 20-25 min of recording. During this period, Ry
showed little change, since it increased from an average
value of 14 MQ to 17MQ (n=28). However, only a
few neurons were recorded after this time window,
because significant increases of the initial series resistance
developed.

4 mM Ca®*

m 4 mM Ca®*
= 1 mMCa®*

e o =
o m O

# Events
Cumulative Probability
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Synaptic plasticity of single cell microcultures evoked
by high frequency stimulation

Experiments in vivo have shown that preganglionic
fibres innervating the SCG ganglion fire at a maximal
frequency of 10-40 Hz (Birks & Isacoff, 1988; Huang &
Cohen, 2000). Trains of stimuli delivered at frequencies
up to 20 Hz evoked action potentials without showing
failures in SCG single cell microcultures (data not
shown), and a frequency of 14 Hz was chosen to test
for use-dependent plasticity mechanisms. Depression was
consistently evoked when [Ca®*],, was above 1 mM but was
absent below this concentration (Fig. 6A). The amplitude
of autaptic responses in 0.5mMm and 2mm [Ca*"],
was 715+ 34pA (n=5) and 1872 £ 119pA (n=12),
respectively, meaning that the release probability at which
the synapse was operating was key to determining the
presence of synaptic depression during high frequency
stimulation.

In 2mm [Ca*™], depression reached a steady state
value after four to six depolarizations delivered at 14 Hz

Figure 4. Properties of spontaneous
miniature excitatory postsynaptic currents
in microcultures established in the
presence of Schwann cells

A, average mEPSC obtained in 1 mm [Ca?*],
(n =67, 3 cells, black trace). Grey line indicates
an exponential fit to the decay phase;

7 = 14 ms. Dotted line indicates the average
mEPSC from single cell microcultures in 1 mm
[Ca2*],. B, average mEPSC obtained in 4 mm
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[Ca2t], (n =89, 5 cells, black trace). Grey line
indicates an exponential fit to the decay phase,
7 =20 ms. Dotted line indicates the average
mEPSC from single cell microcultures in 4 mm
[Ca?t],. C, distribution of charges carried by
MEPSCs in 1 mmM and 4 mm [Ca?t],.

D, cumulative probability plot of mEPSC
amplitudes observed in single cell microcultures
(SCM, 19 min recorded from 10 neurons,

n = 495) and microcultures developed in the
presence of glia (GM, 41 min recorded from 5
neurons, n = 2789). E, plot of mEPSC decay
time constants against their amplitude for SCM
(black) and GM (grey). F, recordings of
spontaneous activity in SCM and GM. Note the
enhaced mEPSC frequency in GM.
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(Fig. 6A). By using cumulative plots of EPSC amplitudes it
was possible to fitaline to the steady-state phase of synaptic
depression and extrapolate it to time 0 (Fig. 6B). Assuming
the refilling of the readily releasable pool of vesicles (RRP)
took place uniformly throughout stimulation, the inter-
cept on the Y-axis reported an estimate of the RRP size
(see Supplementary Fig. 2 for details of the procedure).
This type of calculation has been previously performed at
the calyx of Held synapse (Schneggenburger et al. 1999),
hippocampal synapses in microculture (Otsu et al. 2004)
and neuromuscular junctions (Millar et al. 2002). The
main constraint on performing this calculation was that
it could only be applied if synaptic depression developed.
Therefore, it was not a valid approach to establish the size
of the RRP in conditions of low release probability, for
example at 0.5 mMm [Ca®"], (Fig. 6A and B).

The RRP is heterogeneous among synapses and its
definition greatly depends on the method used (Murthy
et al. 1997). For example, the measurement of the RRP
size by using a train of action potentials in hippocampal
synapses reported different estimations from another
well-established method, the application of a hypertonic
sucrose solution (Rosenmund & Stevens, 1996; Moulder
& Mennerick, 2005). We defined the RRP size using plots
of cumulative EPSC amplitudes, so that it only took
into consideration the contribution of vesicles released
synchronously with stimulation. The participation of
some vesicles from the RRP in asynchronous release
has been recently revealed (Stevens & Williams, 2007).
Their contribution can be taken into account by analysing
EPSC charges instead of currents. This approach, however,
was not performed. Nicotinic receptors displayed a high
permeability to calcium, and changes in [Ca**], affected
both the probability of release and the amount of charge
carried by EPSCs (Figs 3 and 4). In contrast, the amplitude
of mEPSCs was constant under variable [Ca?*],. Hence,
this parameter provided a measurement of the presynaptic
effects of changes in [Ca’"],, with little postsynaptic
contribution.

Typically, in 4 mm [Ca®**],, the RRP was exhausted at
the fourth action potential of the train, while in 1 mm
[Ca*"],, at least six stimuli were required (Fig.6C and
D). Steady state depression was always achieved faster
under high release probability conditions. In terms of the
fraction of the RRP released by the first action potential
of the train, a rise from 1 mM to 4 mm [Ca’**], at most
doubled the amount of vesicles mobilized (Fig. 6E). When
[Ca*"], was 1 mwM, the arrival of an action potential
released approximately a third of the RRP but in 4 mm
[Ca’*],, almost two-thirds were released. This change in
the kinetics of depression, however, did not affect the total
number of vesicles mobilized from the RRP. The average
of seven different neurons successively trialled with 1 mm,
2 mM and 4 mMm [Ca®"], showed that the estimates for the
RRP size were independent of release probability at which

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

Schwann cells modulate short-term plasticity in autapses

4683

synapses were operating (Fig. 6E). Remarkably, the size of
the RRP was not modified in the presence of Schwann cells
(Fig. 7A).

Determinants of paired pulse plasticity
in cholinergic autapses

Paired pulse stimuli are a simple approach to probe
synaptic plasticity. Paired pulse facilitation (PPF) is
defined by a paired pulse ratio (PPR) larger than 1, whilst
paired pulse depression (PPD) is defined by a PPR < 1.
The red and blue traces in the example of Fig. 6C show
that a change from PPF in 1 mm [Ca®*], to PPD in 4 mm
[Ca®*], took place if the two initial stimuli of the trains of
action potentials were considered. As shown in Fig. 6E, in
1 mMm [Ca?*], the first action potential of a train of stimuli
released a variable range of vesicles, from 25% to 55% of
the whole RRP, whilst in 4 mm [Ca*"], this range rose
from 40% to 70%. The trains of action potentials were
therefore used to define the relationship between the PPR
for a 70 ms interval and the fraction of the RRP released
by the first action potential of the train (Ry) in single
cell microcultures. An experimentally determined power
function described the relationship:

PPR = 0.4/RY™
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Figure 5. Recordings of synaptic responses at low frequencies
of stimulation

Long-lasting recordings of autaptic activity. Traces show EPSCs
obtained at the indicated times in a single neuron dialysed with
standard internal solution (black). Sodium currents were cancelled for
illustration purposes. EPSC charges displayed little rundown relative to
the initial 10 min of recording (n = 6). When pipette solution
contained 2 um light chain of tetanus neurotoxin there was an
obvious decay of the response after ~30 min of recording (red). Error
bars indicate s.e.m.
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In general terms, it could be considered that Ry  well the above function (Fig.7B, dots). The analysis of
was inversely related to PPR (Fig.7B, open symbols).  trains of stimuli also allowed the study of whether (i)
The relationship between PPR and Ry in microcultures  there was a relation between PPR and the RRP size and
developed in the presence of Schwann cells also followed (i) PPR was affected by postsynaptic mechanisms.
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Figure 6. High frequency stimulation evoked short-term depression

A, EPSCs evoked by a train of stimuli delivered at 14 Hz in 0.5 mm [Ca2*], (red) and 2 mm [Ca?*], (black) in a
single cell. Depression was obvious in 2 mm [Ca%*],. B, cumulative plots of EPSC amplitudes obtained from the
traces shown in A. A linear function was fitted to the steady-state phase of depression (dotted line). The Y-axis
intercept provided an estimate of the readily releasable pool (RRP) size (see text). C, EPSCs evoked by a train
of stimuli in a cell successively exposed to 1 mm [Ca2t], (red), 2 mm [Ca’t], (black) and 4 mm [Ca?t], (blue).
Note the differences in amplitude of the first response of the train in the three experimental conditions tested.
D, average EPSC amplitude for the first and fourth stimulus of the train in 7 cells exposed to three different
[Ca2*]o: 1 mm (red), 2 mm (black) and 4 mm (blue). E, the upper left axis plots the size of the RRP estimated with
the method described in B as a function of [Ca?t],, and the lower left axis shows the fraction of the RRP released
by the first action potential of the train, both as a function of [Ca?*],. Open symbols indicate individual values
and filled squares indicate means + s.e.m. Data come from 7 cells sequentially exposed to 1 mm, 2 mm and 4 mm
[Caz+]o-

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Universitat de Barcelona on November 19, 2012



J Physiol 586.19 Schwann cells modulate short-term plasticity in autapses 4685

A direct relation between PPR and the average RRP size
was not found in single cell microcultures, this meaning
that the number of vesicles available for release was
unrelated to short-term plasticity phenomena (Fig. 7C).
Microcultures developed in the presence of Schwann cells
also did not show an obvious relationship (Fig.7D).
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Saturation of postsynaptic receptors can induce a process
of short-term depression (Zucker & Regehr, 2002). Hence,
there was the possibility that the size of postsynaptic
responses was related to the type of plasticity displayed,
i.e. the larger EPSCs were associated with a more marked
depression. As depicted in Fig.7E, there was not an
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Figure 7. Relationship of paired pulse ratio with presynaptic and postsynaptic parameters

A, summary of the readily releasable pool (RRP) sizes obtained in single cell microcultures (SCM) and microcultures
developed in the presence of glial cells (GM). B-F, the two initial stimuli of a train of depolarizations were used
to calculate the paired pulse ratio (PPR) for a 70 ms interval. The results obtained were plotted against parameters
related to presynaptic or postsynaptic function. Graphs illustrate results obtained in single cell microcultures (open
symbols) and in microcultures developed in the presence of Schwann cells (filled symbols). B, plot of PPR against
the fraction of vesicles released from the readily releasable pool (RRP) by the first action potential of the train. The
size of the RRP was calculated following the method described in Fig. 6B. Points obtained for SCM were well fitted
by a power function (straight line, see text). C and D, plot of the paired pulse ratio against the size of the readily
releasable pool in SCM and GM. E and F, plot of PPR against the amplitude of the first EPSC of the train (synaptic
potency) in SCM and GM. The size of postsynaptic currents was unrelated to PPR in both types of microcultures

tested.
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obvious relation between PPR and synaptic potency,
measured as the amplitude of the first EPSC of the train.
Thus, the observed changes in PPR in single cell micro-
cultures were essentially of presynaptic origin. A similar
result was obtained in microcultures developed in the
presence of Schwann cells (Fig. 7F).

Effect of Schwann cells on the short-term plasticity
displayed by cholinergic autapses

Schwann cells did not modify the RRP size (Fig.7A),
but instead altered PPR in conditions of high release
probability. Comparison between Fig. 7C and Dillustrates
this observation. PPR was decreased in glial microcultures
but the RRP size was unaffected. To further investigate
this aspect, paired pulse stimuli were applied in successive
trials in single cell microcultures (Fig. 84) and compared
to neurons microcultured in the presence of glial cells
(Fig. 8B). As expected (Figs 6 and 7), PPD was consistently
evoked when [Ca?*], was above 2 mM and pulse intervals
were shorter than 0.5s (Fig.8C). However, neuronal
development together with Schwann cells significantly
affected depression. In this condition, PPD was longer
lastingand was still presentata 1 sinterval (Fig. 8D). When
the [Ca®*], of the bathing medium was lowered to 0.5 mwm,
neurons changed PPD to PPE. Facilitation was obvious for
pulse intervals up to 100 ms and was comparable between
the two types of microcultures (Fig. 8E and F). The time
course of PPF was exponential and showed a time constant
of ~0.5s in both cases (Fig.8G and H). The temporal
profile of PPD was also exponential but about 10 times
faster than PPE. This observation, however, was valid
only in single cell microcultures because Schwann cells
prolonged the process of depression. In this condition the
time course of PPD was comparable to PPF (Fig. 8H).
Paired pulse depression was evoked in single cell micro-
cultures when [Ca®t], was both 2 mm (Fig. 9A) and 4 mm
(Fig. 9B). In this type of culture the time course of PPD
followed time constants of 41 ms and 83 ms in 2 mMm
and 4mmMm [Ca*"],, respectively (Fig.9A and B, right).
On average, the presence of Schwann cells significantly
slowed down recovery from depression. In this condition,
the process became bi-exponential (Fig. 9A and B, grey
traces). In 2mm [Ca®"], PPD took place with fast and
slow time constants of 14 ms and 2 s, respectively, while
in 4 mm [Ca?"], this process was even slower, providing
time constants of 0.4 s and 31 s. Therefore, Schwann cells
were modulating the degree of short-term depression. In
addition to the fact that short-term plasticity phenomena
are considered essentially presynaptic processes (Zucker
& Regehr, 2002), three pieces of experimental evidence
favoured a specific effect of Schwann cells at the pre-
synaptic level: (i) synaptic potency was not significantly
affected by the presence of glial cells (Fig. 9A and B, left,
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see also Fig. 10), (ii) PPR was unrelated to the amplitude
of the first EPSC (Fig.7E and F), and (iii) mEPSCs,
which reflect basic properties of postsynaptic nicotinic
receptors, did not change their characteristics in the pre-
sence of glial cells. As a result, it was concluded that
Schwann cells were enhancing the short-term depression
displayed by cholinergic autapses by acting at the
presynaptic level.

Decrease of [Ca’*], below 2 mm [Ca®"], shifted the
tendency of paired pulse stimuli to evoke depression. For
example, for a 100 ms interval, in 4 mm [Ca®*], all cells
tested evoked PPD, in 2 mM [Ca®*], the proportion was
reduced to 90% of the neurons and in 1 mm [Ca**], only
5 out 10 single cell microcultures displayed depression
(Figs9 and 10, left). Nevertheless, the net effect in
1 mm [Ca®"], was PPF (Fig. 10A), this meaning that the
degree of facilitation was larger than depression in this
condition. When neurons were bathed in 0.5 mm [Ca®*],,
only facilitation was evoked (Fig. 10B). PPF followed an
exponential time course and was longer lasting in 0.5 mm
[Ca**], (t=0.8s) than in 1 mMm [Ca®*"], (r=0.415). In
contrast to the results found for depression, microcultures
developed in the presence of Schwann cells showed a
comparable facilitation time course to single cell micro-
cultures (Fig. 10), providing time constants of 0.72 s and
0.28s in 0.5mM and 1 mm [Ca®'],, respectively. The
longest time constants were thus associated with the lowest
release probability condition tested, where fewer vesicles
were mobilized from the RRP (Fig. 6E). Altogether, the
present results support a scenario where autapses switch
between PPF and PPD within a continuous process,
which is inversely proportional to release probability.
Schwann cells exert a specific effect on synaptic plasticity,
enhancing short-term depression but having no effect on
facilitation.

Discussion

Although perisynaptic Schwann cells modulate synaptic
depression duiring a train of stimuli at the neuromuscular
junction (Robitaille, 1998), it is still unknown whether
other peripheral synapses covered by glial cells display
comparable phenomena. The present data show that
Schwann cells exert a very well defined action on synaptic
plasticity of cholinergic autapses by modulating their
degree of depression but without modifying the number
of synapses established or affecting facilitation.

Schwann cells have the general property of promoting
synaptogenesis (Ullian et al. 2004), but the density of
axo-somatic synapses was similar between single cell
and glial microcultures. This result was supported by
the fact that the amplitude of EPSCs generated both
in single cell and glial microcultures was comparable.
The concentration of NGF was a key factor in obtaining
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Figure 8. Paired pulse ratio in single cell microcultures and microcultures developed with Schwann cells
A, phase contrast image of a single cell microculture before patching. B, image of a microculture developed in
the presence of non-neuronal cells after withdrawing the recording electrode. C and D, paired pulse depression
evoked in 2 mm [Ca2t], on neurons shown in A and B, respectively. The average first EPSC of the series is shown
in black. Second EPSCs obtained at several time intervals are shown in grey. Note the different degree in paired
pulse depression between C and D. £ and F, paired pulse facilitation evoked in 0.5 mm [Ca?*], on neurons shown
in A and B, respectively. G and H, time courses of recovery from depression and facilitation for neurons shown in
A and B, respectively. Grey lines indicate single exponential fits.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Universitat de Barcelona on November 19, 2012



4688

successful microcultures. Autapses were only achieved
using concentrations of NGF above 500 ng ml ™!, similarly
to previously reported values (Furshpan et al. 1986b).
In contrast, a concentration of 25ngml~! is enough
to establish cholinergic synapses in mass cultures of
SCG neurons containing non-neuronal cells (Mochida
et al. 1994). The different NGF requirements might
be attributed to the fact that some non-neuronal cells,
such as fibroblasts (Oger et al. 1974) and particularly
Schwann cells, have the ability to synthesize and secrete
a wide range of growth factors, NGF being one of
them (Assouline et al. 1987; Bampton & Taylor, 2005).
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Figure 9. Schwann cells modified paired pulse depression
Paired pulse depression (PPD) was studied at 2 mm [Ca%*], and 4 mm
[Ca?t],. A, left, traces showing the average EPSCs obtained for a
pulse interval of 100 ms in 2 mm [Ca?*],. Single cell microcultures
(SCM, black, n = 12) and microcultures developed in the presence of
glial cells (GM, grey, n = 11). Right, recovery from depression
illustrated as paired pulse ratio plotted against time. SCM showed a
PPD that recovered exponentially (t = 41 ms), while GM recovered
more slowly, following a double exponential, providing fast and slow
time constants of 14 ms and 2 s, respectively. B, left, PPD was
enhanced both in SCM (n = 10) and GM (n = 9) by raising [Ca?*], to
4 mm. In this condition, PPD recovered exponentially in SCM;

T = 83 ms. Again, in the presence of non-neuronal cells, recovery
from PPD was best fitted with a double exponential (r1 = 0.4 s and
72 = 315). Error bars indicate s.e.m. Each point shows the average of
values obtained in > 6 different cells.
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Development and synaptogenesis of the SCG requires
NGF (Crowley et al. 1994), which mediates its action in
a concentration-dependent manner (Chun & Patterson,
1977). It is thus possible that the high NGF concentration
used in the study masked the synaptogenic effect of
Schwann cells, but remarkably, synapses grown in direct
contact with a glial environment showed a different
activity from those established in single cell microcultures.
They displayed two distinctive features: an enhanced
frequency of mEPSCs and a longer period to recover from
short-term depression.

Short-term depression can be explained by a depletion
of vesicles from the RRP that occurs at high release
probabilities during repetitive stimulation (Zucker &
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Figure 10. Schwann cells did not modify paired pulse
facilitation

Paired pulse facilitation (PPF) was studied at 1 mm [Ca%*], and 0.5 mm
[Ca2t],. A, left, traces showing the average EPSCs obtained for a
pulse interval of 100 ms in 1 mm [Ca%*],. Single cell microcultures
(SCM, black, n = 10) and microcultures developed in the presence of
glial cells (GM, grey, n = 9). Right, facilitation recovered exponentially,
illustrated as paired pulse ratio plotted against time. SCM and GM
showed time constants of 41 ms and 28 ms, respectively. B, left, the
degree of PPF was increased both in SCM (n = 8) and GM (n = 6) by
lowering [Ca%*], to 0.5 mm. In this condition, PPF recovered more
slowly, showing time constants of 0.6 s and 0.72 s in SCM and GM,
respectively. Error bars indicate s.e.m. Each point shows the average of
values obtained in >5 different cells.
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Regehr, 2002). The time required to refill the RRP after
depression depends on vesicle supply from cytoplasmic
pools and the speed of endocytosis (Rizzoli & Betz,
2005). The time course of depression assayed by a paired
pulse protocol changed from a fast mono-exponential
process in single cell microcultures to a longer lasting
bi-exponential time course in glial microcultures. A
plausible explanation for this change in behaviour was the
enhanced frequency of mEPSCs observed in glial micro-
cultures. If mEPSCs originated from vesicles of the RRP
(Rosenmund & Stevens, 1996), the enhanced spontaneous
synaptic activity of glial microcultures (almost an order
of magnitude larger than single cell microcultures)
would antagonize the refilling process, and thus cause
a longer lasting depression. Why was depression but
not facilitation modified in glial microcultures? Despite
the molecular mechanisms involved in facilitation and
depression seeming to be different (Zucker & Regehr,
2002), facilitation can only be supported if the RRP
comprises enough vesicles. Facilitation was observed at
low release probabilities, when a small fraction of the RRP
was mobilized. In addition, facilitation and depression
shared a common feature: they were inversely related
to the number of vesicles released from the RRP by a
single action potential (Fig. 7B). Following the assumption
that mEPSCs originated from RRP vesicles, the present
data suggest that their spontaneous secretion did not
compromise the capacity of available quanta for release
in low probability conditions, and therefore did not
modify the time course of facilitation. Previous studies
already showed that glial cells enhance the frequency
of spontaneous neurotransmission in synapses formed
by retinal ganglion cells (Pfrieger & Barres, 1997) or
spinal motor neurons (Ullian et al. 2004). The similar
observations presented suggest that this might be a
common property of glial cells, and particularly Schwann
cells.

In sympathetic ganglia thin lamellae of Schwann cell
processes cover many nicotinic synapses, preganglionic
endings, and somatic and dendritic surfaces (Gibbins &
Morris, 2006). So far the reason for such arrangements
among Schwann cells, preganglionic boutons and target
neurons is still unknown. Present data indicate that the
particular morphology and distribution of glia is key to
their ability to modify short-term plasticity. Other types of
glial cells, such as Schwann cells in motor axons, Bergmann
glia in the cerebellum, or astrocytes, cover synapses, and
sense and modulate synaptic activity (Bergles et al. 1997;
Araque et al. 1998; Robitaille, 1998). It is likely that a
restricted morphological arrangement is required for the
observed effect of Schwann cells on synaptic plasticity. In
such a narrow environment, diffusible molecules could
mediate a crosstalk, similarly to the action of NO or
glutamate at the neuromuscular junction (Thomas &
Robitaille, 2001; Pinard et al. 2003). Future experiments
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are required to establish the identity of the molecular
mechanism mediating the increase in the frequency of
mEPSCs evoked by Schwann cells.

Nicotinic synapses in ganglia show variable strengths in
vivo, producing postsynaptic responses that can be supra-
threshold or strong and subthreshold or weak. Previous
studies have considered convergence of preganglionic
fibres to be a key factor determining such responses
and therefore controlling the firing of postganglionic
sympathetic neurons (McLachlan et al. 1997). Plasticity
of individual synapses, however, should be taken into
account. Changes in synaptic strength in sympathetic
ganglia occur during long-term potentiation, whose
primary physiological implication is an enhancement of
tonic efferent impulses to neuroeffector organs (Alkadhi
et al. 2005). The observed short-term depression indicates
the ability of preganglionic synapses to act as low pass
filters. The present data show that Schwann cells play a
modulator role in this process: by enhancing the frequency
of mEPSCs they decrease the band-pass of the filter.
Glial cells would therefore exert a maturation effect on
synapses, conferring exclusive properties on neurons,
at least in in vitro conditions. Such an action would
provide a fine tuning of those functions controlled by
the superior cervical ganglion, as for example blood
vessel tone (Gerges et al. 2002). Altogether, the present
work evidences that the cellular environment plays a
key role in determining synaptic strength of ganglionic
neurotransmission, but more experiments are required to
establish the mechanisms governing synaptic strength of
ganglionar nicotinic synapses.

References

Alkadhi KA, Alzoubi KH & Aleisa AM (2005). Plasticity of
synaptic transmission in autonomic ganglia. Prog Neurobiol
75, 83—108.

Araque A, Parpura V, Sanzgiri RP & Haydon PG (1998).
Glutamate-dependent astrocyte modulation of synaptic
transmission between cultured hippocampal neurons.

Eur ] Neurosci 10, 2129-2142.

Assouline JG, Bosch P, Lim R, Kim IS, Jensen R & Pantazis NJ
(1987). Rat astrocytes and Schwann cells in culture
synthesize nerve growth factor-like neurite-promoting
factors. Brain Res 428, 103—118.

Baluk P (1995). Structure of autonomic ganglia. In Autonomic
Ganglia, ed. McLachlan EM, pp. 13-72. Informa Health Care.

Bampton ET & Taylor JS (2005). Effects of Schwann cell
secreted factors on PC12 cell neuritogenesis and survival.

J Neurobiol 63, 29-48.

Bekkers JM & Stevens CF (1991). Excitatory and inhibitory
autaptic currents in isolated hippocampal neurons
maintained in cell culture. Proc Natl Acad Sci U S A 88,
7834-7838.

Bekkers JM & Stevens CF (1996). Cable properties of cultured
hippocampal neurons determined from sucrose-evoked
miniature EPSCs. ] Neurophysiol 75, 1250-1255.

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Universitat de Barcelona on November 19, 2012



4690

Bergles DE, Dzubay JA & Jahr CE (1997). Glutamate
transporter currents in bergmann glial cells follow the time
course of extrasynaptic glutamate. Proc Natl Acad Sci U S A
94, 14821-14825.

Birks RI & Isacoff EY (1988). Burst-patterned stimulation
promotes nicotinic transmission in isolated perfused rat
sympathetic ganglia. J Physiol 402, 515-532.

Christopherson KS, Ullian EM, Stokes CC, Mullowney CE, Hell
JW, Agah A, Lawler J, Mosher DF, Bornstein P & Barres BA
(2005). Thrombospondins are astrocyte-secreted proteins
that promote CNS synaptogenesis. Cell 120, 421-433.

Chun LL & Patterson PH (1977). Role of nerve growth factor in
the development of rat sympathetic neurons in vitro. I.
Survival, growth, and differentiation of catecholamine
production. J Cell Biol 75, 694-704.

Cocchia D & Michetti F (1981). S-100B antigen in satellite cells
of the adrenal medulla and the superior cervical ganglion of
the rat. An immunochemical and immunocytochemical
study. Cell Tissue Res 215, 103—112.

Crowley C, Spencer SD, Nishimura MC, Chen KS, Pitts-Meek
S, Armanini MP, Ling LH, McMahon SB, Shelton DL,
Levinson AD et al. (1994). Mice lacking nerve growth factor
display perinatal loss of sensory and sympathetic neurons yet
develop basal forebrain cholinergic neurons. Cell 76,
1001-1011.

Deitmer JW & Rose CR (1996). pH regulation and proton
signalling by glial cells. Prog Neurobiol 48, 73—-103.

Dittman JS & Regehr WG (1998). Calcium dependence and
recovery kinetics of presynaptic depression at the climbing
fiber to Purkinje cell synapse. ] Neurosci 18, 6147-6162.

Dodge FA Jr & Rahamimoff R (1967). Co-operative action of
calcium ions in transmitter release at the neuromuscular
junction. J Physiol 193, 419-432.

Forehand CJ (1985). Density of somatic innervation on
mammalian autonomic ganglion cells is inversely related to
dendritic complexity and preganglionic convergence.

J Neurosci 5, 3403-3408.

Freschi JE (1982). Effect of serum-free medium on growth and
differentiation of sympathetic neurons in culture. Brain Res
256, 455—-464.

Furshpan EJ, Landis SC, Matsumoto SG & Potter DD (1986b).
Synaptic functions in rat sympathetic neurons in
microcultures. I. Secretion of norepinephrine and
acetylcholine. ] Neurosci 6, 1061-1079.

Furshpan EJ, Potter DD & Matsumoto SG (1986a). Synaptic
functions in rat sympathetic neurons in microcultures. III. A
Purinergic effect on cardiac myocytes. ] Neurosci 6,
1099-1107.

Gerges NZ, Aleisa AM, Alhaider AA & Alkadhi KA (2002).
Reduction of elevated arterial blood pressure in obese Zucker
rats by inhibition of ganglionic long-term potentiation.
Neuropharmacology 43, 1070-1076.

Gibbins IL & Morris JL (2006). Structure of peripheral
synapses: autonomic ganglia. Cell Tissue Res 326, 205-220.

Goda Y & Stevens CF (1998). Readily releasable pool size
changes associated with long term depression. Proc Natl Acad
Sci US A95,1283-1288.

Huang WX, Yu Q & Cohen MI (2000). Fast (3 Hz and 10 Hz)
and slow (respiratory) rhythms in cervical sympathetic nerve
and unit discharges of the cat. ] Physiol 523, 459-477.

A. P. Perez-Gonzalez and others

J Physiol 586.19

Johnson MI, Ross CD, Meyers M, Spitznagel EL & Bunge RP
(1980). Morphological and biochemical studies on the
development of cholinergic properties in cultured
sympathetic neurons. I. Correlative changes in choline
acetyltransferase and synaptic vesicle cytochemistry. J Cell
Biol 84, 680—-691.

Kofuji P & Newman EA (2004). Potassium buffering in the
central nervous system. Neuroscience 129, 1045-1056.

Mains RE & Patterson PH (1973). Primary cultures of
dissociated sympathetic neurons. I. Establishment of
long-term growth in culture and studies of differentiated
properties. J Cell Biol 59, 329-345.

Mathey E & Armati PJ (2007). Introduction to the Schwann
cell. In The Biology of Schwann Cells: Development,
Differentiation and Immunomodulation, ed. Armati PJ,
pp. 1-12. Cambridge University Press, Cambridge.

McCann CM & Lichtman JW (2008). In vivo imaging of
presynaptic terminals and postsynaptic sites in the mouse
submandibular ganglion. Dev Neurobiol 68,

760-770.

McLachlan EM, Davies PJ, Habler HJ & Jamieson J (1997).
On-going and reflex synaptic events in rat superior cervical
ganglion cells. J Physiol 501, 165-181.

Mennerick S & Zorumski CF (1994). Glial contributions to
excitatory neurotransmission in cultured hippocampal cells.
Nature 368, 59-62.

Millar AG, Bradacs H, Charlton MP & Atwood HL (2002).
Inverse relationship between release probability and readily
releasable vesicles in depressing and facilitating synapses.

J Neurosci 22, 9661-9667.

Mochida S, Nonomura Y & Kobayashi H (1994). Analysis of
the mechanism for acetylcholine release at the synapse
formed between rat sympathetic neurons in culture. Microsc
Res Tech 29, 94-102.

Moulder KL & Mennerick S (2005). Reluctant vesicles
contribute to the total readily releasable pool in
glutamatergic hippocampal neurons. ] Neurosci 25,
3842-3850.

Murthy VN, Sejnowski TJ & Stevens CF (1997). Heterogeneous
release properties of visualized individual hippocampal
synapses. Neuron 18, 599-612.

Nagler K, Mauch DH & Pfrieger FW (2001). Glia-derived
signals induce synapse formation in neurones of the rat
central nervous system. J Physiol 533, 665-679.

Oger J, Arnason BG, Pantazis N, Lehrich ] & Young M (1974).
Synthesis of nerve growth factor by L and 3T3 cells in
culture. Proc Natl Acad Sci U S A 71, 1554-1558.

Otsu Y, Shahrezaei V, Li B, Raymond LA, Delaney KR &
Murphy TH (2004). Competition between phasic and
asynchronous release for recovered synaptic vesicles at
developing hippocampal autaptic synapses. ] Neurosci 24,
420-433.

Pfrieger FW & Barres BA (1997). Synaptic efficacy enhanced by
glial cells in vitro. Science 277, 1684—1687.

Pinard A, Levesque S, Vallee ] & Robitaille R (2003).
Glutamatergic modulation of synaptic plasticity at a PNS
vertebrate cholinergic synapse. Eur J Neurosci 18,
3241-3250.

Rizzoli SO & Betz WJ (2005). Synaptic vesicle pools. Nat Rev
Neurosci 6, 57-69.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Universitat de Barcelona on November 19, 2012



J Physiol 586.19

Robitaille R (1998). Modulation of synaptic efficacy and
synaptic depression by glial cells at the frog neuromuscular
junction. Neuron 21, 847-855.

Rohrer H & Sommer I (1983). Simultaneous expression of
neuronal and glial properties by chick ciliary ganglion cells
during development. J Neurosci 3, 1683-1693.

Rosenmund C & Stevens CF (1996). Definition of the readily
releasable pool of vesicles at hippocampal synapses. Neuron
16, 1197-1207.

Saadat S, Sendtner M & Rohrer H (1989). Ciliary neurotrophic
factor induces cholinergic differentiation of rat sympathetic
neurons in culture. J Cell Biol 108, 1807—1816.

Schluter OM, Basu J, Sudhof TC & Rosenmund C (2006). Rab3
superprimes synaptic vesicles for release: implications for
short-term synaptic plasticity. ] Neurosci 26, 1239—1246.

Schneggenburger R, Meyer AC & Neher E (1999). Released
fraction and total size of a pool of immediately available
transmitter quanta at a calyx synapse. Neuron 23, 399-409.

Stevens CF & Williams JH (2007). Discharge of the readily
releasable pool with action potentials at hippocampal
synapses. ] Neurophysiol 98, 3221-3229.

Thomas S & Robitaille R (2001). Differential frequency-
dependent regulation of transmitter release by endogenous
nitric oxide at the amphibian neuromuscular synapse.

J Neurosci 21, 1087—1095.

Trouslard J, Marsh S] & Brown DA (1993). Calcium entry
through nicotinic receptor channels and calcium channels in
cultured rat superior cervical ganglion cells. J Physiol 468,
53-71.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

Schwann cells modulate short-term plasticity in autapses 4691

Ullian EM, Harris BT, Wu A, Chan JR & Barres BA (2004).
Schwann cells and astrocytes induce synapse formation by
spinal motor neurons in culture. Mol Cell Neurosci 25,
241-251.

Zhang JM, Wang HK, Ye CQ, Ge W, Chen Y, Jiang ZL, Wu CP,
Poo MM & Duan S (2003). ATP released by astrocytes
mediates glutamatergic activity-dependent heterosynaptic
suppression. Neuron 40, 971-982.

Zucker RS & Regehr WG (2002). Short-term synaptic plasticity.
Annu Rev Physiol 64, 355-405.

Acknowledgements

A.L. is a Miguel Servet Researcher from the Servicio Nacional de
Salud (Spain). This work was supported by grants PI-05-1050
and FIS-04-173 from Instituto de Salud Carlos III.

Supplemental material

Online supplemental material for this paper can be accessed at:
http://jp.physoc.org/cgi/content/full/jphysiol.2008.160044/DC1

Downloaded from J Physiol (jp.physoc.org) at Universitat de Barcelona on November 19, 2012






Molecular and Cellular Neuroscience 49 (2012) 364-374

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymcne

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Molecular and Cellular Neuroscience

SPARC prevents maturation of cholinergic presynaptic terminals

David Albrecht, Francisco José Lopez-Murcia, Anna P. Pérez-Gonzalez, Gregor Lichtner,

Carles Solsona, Artur Llobet *

Laboratori de Neurobiologia, Institut d'Investigacié Biomédica de Bellvitge (IDIBELL) Feixa Llarga s/n, 08907 L'Hospitalet de Llobregat, Spain

ARTICLE INFO

Article history:

Received 14 October 2011
Revised 21 December 2011
Accepted 12 January 2012
Available online 25 January 2012

Keywords:

SPARC

Neuron-glia interactions
Synaptic maturation
Synaptic Vesicle Pools

ABSTRACT

Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC) is a matricellular protein produced by glial cells.
Although it is highly expressed in synaptogenic areas in the developing nervous system, it is still unclear
whether this molecule displays an action on synaptic activity. We show that nanomolar concentrations of
SPARC favour a more efficient synapse formation and increase short term depression in single cell cholinergic
microcultures. The change in synaptic plasticity, which is also observed when SPARC is locally secreted on sta-
ble synapses for 24-48 h, is caused by a high release probability and a reduction in the size of the rapidly releas-
able pool of vesicles. Both features are attributable to synapses operating at an immature stage as demonstrated
by correlative electrophysiology and electron microscopy experiments. Presynaptic terminals developed in the
presence of SPARC display few cytoplasmic vesicles and two to threefold decrease in the number of docked
vesicles at active zones. At the postsynaptic level, the analysis of miniature excitatory postsynaptic currents sug-
gests SPARC has little effect on the number of nicotinic receptors but might alter their composition. The wide-
spread distribution of SPARC makes current findings potentially relevant to other excitatory synapses and
development of neuronal circuits.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Neurons and glia are intimately coupled in all parts of the nervous
system and contribute together to sensory, motor and integrative
functions (Petzold et al., 2008; Robitaille, 1998; Schummers et al.,
2008). From the early stages of development, glial cells actively par-
ticipate in the wiring of neural circuits, first promoting synaptogenesis
and, as maturation takes place, directly mediating information proces-
sing (Pfrieger, 2010). Matricellular proteins are key to the role of glia
in synaptognesis (Eroglu, 2009). Proteins such as thrombospondin,
Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine (SPARC), tenascin C and
hevin, all act as modulators of cell matrix interactions and show
changes in expression patterns throughout development suggesting
their involvement in the establishment, maturation and maintenance
of synaptic contacts. The most direct evidence for such a role has been
provided for thrombospondin, which participates in the establishment
of synapses (Christopherson et al., 2005). However, it is not clear
whether other matricellular proteins regulate synapse formation, nor
how any might regulate synaptic function.

Several pieces of information prompted us to investigate how
SPARC might regulate synaptic functions. In addition to its wide-
spread distribution throughout the nervous system, this protein is
particularly enriched around synapses in the hippocampus and in

* Corresponding author at: Laboratori de Neurobiologia-IDIBELL, Pavell de Govern,
Lab. 4112, Feixa Llarga s/n, 08907 L'Hospitalet de Llobregat, Spain.
E-mail address: allobet@ub.edu (A. Llobet).

1044-7431/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mcn.2012.01.005

synaptogenic areas during development (Mendis and Brown, 1994;
Mendis et al., 1995), shows high expression levels in some neurogenic
niches in the adult brain (Vincent et al, 2008) and becomes
upregulated in nervous tissue upon injury (Liu et al.,, 2005). Such evi-
dences suggest that SPARC could be potentially effective both on devel-
oping and stable synapses. On the other hand, there are no obvious
nervous defects in SPARC null mice (Gilmour et al., 1998), or knock
out mice established for other matricellular proteins (Christopherson
et al, 2005; McKinnon et al., 2000). It is unclear whether this repre-
sents an actual absence of function, or redundancy within this family
of proteins. Recently, it has been proposed that SPARC acts as a nega-
tive regulator of synapse formation by antagonizing the action of
hevin (Kucukdereli et al., 2011), a possible direct effect of SPARC on
synapses, remains however unresolved.

To investigate a potential role of SPARC in controlling synaptic
functions, we used cholinergic microcultures established from the su-
perior cervical ganglion of newborn rats. In these experimental condi-
tions a single neuron successfully establishes nicotinic autapses in the
absence of glial cells (Perez-Gonzalez et al., 2008). The main advan-
tage to other neuronal microcultures is, that the concentration of
any glial secreted factor in the culture medium can be controlled
and deliberately modified because neurons do not grow onto a feeder
layer of cells. By using this approach we show that nanomolar
concentrations of SPARC aid formation of synaptic contacts but arrest
them to a stage characterized by a high probability of release and a
small rapidly releasable pool of vesicles, which are two typical prop-
erties of immature synapses.
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Results

Cholinergic autapses developed in the absence of glia show stereotyped
neurotransmission features

Cholinergic autapses were studied in microcultures of isolated rat
superior cervical ganglion neurons, what we termed Single Cell
Microcultures (SCMs, Fig. 1). In this condition, 45+ 4% of neurons
(n=352, 48 cultures) showed functional autapses. Neurotransmis-
sion displayed a stereotyped profile in 2mM [Ca?*]. (see also
Perez-Gonzalez et al., 2008): very low, or even absent spontaneous
activity and depression for paired pulses delivered at intervals shorter
than 1 s. To certify the presence of a single cell, neurons were fixed
and nucleic acids were stained at the end of a recording episode
(Fig. 1). Those microcultures showing more than one nuclei were
not considered, since they reflected the presence of glial cells or
more than one neuron (see Experimental Methods section for
details). Selecting functional neuronal microcultures devoid of non-
neuronal cells was key to this study, because when present, peripher-
al glial cells enhance spontaneous activity and short term depression,
as previously reported (Perez-Gonzalez et al., 2008).

Glial cells generate nanomolar concentrations of SPARC in the
extracellular space

To test for a possible effect of SPARC on synapses, we first sought
to establish whether this matricellular protein was already present
in control conditions. The addition of 2.5% rat serum and 2.5% foetal
bovine serum to the culture medium supporting the growth of
SCMs provided ~0.1 nM basal concentration of SPARC in a single
culture well, as revealed by western blot and ELISA analysis
(Figs. 2A and B). Conditioned medium from cultures of peripheral
glial cells obtained from the superior cervical ganglion showed how-
ever, higher concentrations of this matricellular protein, around
1 nM. This observation led us to infer that SPARC could be signalling
on neurons at a nanomolar concentration.

To obtain an estimate on the biologically relevant concentrations
of SPARC in the neuroglial space, we modelled the diffusion of the
matricelullar protein upon release from a single vesicle (see
Experimental methods section for a full description of the model).
Two assumptions were made based on experimental observations:

Fig. 1. Cholinergic Single Cell Microcultures (SCMs) show stereotyped neurotransmis-
sion features. Left, differential interference contrast image of a SCM. Staining of nucleic
acids denotes the presence of a single nucleus. Right, typical recordings of spontaneous
(up) and evoked cholinergic autaptic responses. Sodium currents were cancelled for il-
lustration purposes. Solid and dotted arrows indicate application of stimuli and paired
pulse ratio, respectively.

i) peripheral glial cells stored SPARC into secretory vesicles below res-
olution of optical microscopy (i.e. 200 nm, Figs. 2C and D) and ii) the
distance between neuronal and glial membranes was 20 to 40 nm
(Ventura and Harris, 1999). Since the number of SPARC copies packed
into a vesicle was the main determinant of protein concentrations in
the extracellular space after release (see Experimental methods sec-
tion), four situations were drawn assuming the number of molecules
ranged from 100 to 2000. These figures were chosen after estimating
the volume of a single SPARC molecule from structural data
(Hohenester et al., 2008). Our calculations showed the contents of a
single average vesicle would at least cover 30 um? of neuronal surface
at a concentration >1 nM (Fig. 2F). Hence, a nanomolar [SPARC] could
be achieved around the entire surface of a 10 pm diameter neuronal
cell body by the release of 6-7 vesicles from wrapping glial cells.
Likely, the marked release of SPARC observed during embryogenesis
or at neurogenic niches in the adult brain, reflects nanomolar concen-
trations of the protein in the neuroglial space.
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Fig. 2. Glial cells secrete nanomolar concentrations of SPARC on synapses. A) Western
blot analysis of SPARC production by peripheral glial cells. SF: serum free medium; CM:
conditioned medium obtained in serum free conditions; SM: control culture medium
used to grow SCMs containing 2.5% foetal bovine serum and 2.5% rat serum; SPARC: Re-
combinant murine SPARC applied at 5 ng, 10 ng, 15 ng and 20 ng. CM and SM were
obtained from a single 3.8 cm? well and concentrated 8 times. Note the higher
[SPARC] in CM compared to the SM. B) Quantification of [SPARC] in CMs (n=3) and
SMs (n=15) by ELISA. C) Visualization of SPARC-GFP in a transfected peripheral glial
cell shows the targeting of the protein to vesicular structures. Image on the right is a
magnification of the area indicated by the red dotted box. D) Footprint of a COS-7
cell transfected with SPARC-GFP observed by total internal reflection fluorescence mi-
croscopy. Arrows point out two vesicles containing the construct. E) Diagram showing
the geometrical considerations used to model the diffusion of SPARC in the neuroglial
space upon release from a single vesicle. The model estimates the neuronal surface cov-
ered by SPARC for a concentration range found within cpn and cmay, located at a dis-
tance (d) from the glial cell membrane. F) Neuronal surface covered at a nanomolar
concentration of SPARC, setting Ciin to 1 1M, Cimax to 1 uM and d =40 nm. Four situa-
tions are drawn, assuming a single vesicle contains from 100 to 2000 molecule copies.
Arrowed line indicates Cpn.
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Nanomolar concentrations of SPARC increase spontaneous
neurotransmission and enhance short term depression of
cholinergic autapses

When the basal concentration of SPARC in the culture medium
(Fig. 2B) was increased by adding 10 ng/ml (0.24 nM) of the murine
recombinant protein during the whole culture period, the characteristic
neurotransmission features of control SCMs did not change (compare
Suppl. Figs. 1A and B to Fig. 1). Spontaneous neurotransmission was
very low and short term plasticity assayed by paired pulses showed
the stereotyped behaviour of control SCMs. Paired pulse depression
for a 1s interval was 0.82+0.03 (n=9), not significantly different
from 0.88+0.03 (n=63) obtained in control SCMs. Recovery from
paired pulse depression occurred along a single exponential process
with a time constant of 8 ms, similarly to the time course (T =24 ms)
found in control SCMs (see below Figs. 3E and 7F). Raising the concen-
tration of SPARC to 100 ng/ml (~2.4 nM) throughout the culture period
changed spontaneous and evoked neurotransmission: SCMs displayed a
similar phenotype to cholinergic neuronal microcultures developed in
the presence of peripheral glial cells (Perez-Gonzalez et al., 2008). Typ-
ically, control SCMs showed very little spontaneous activity, with mini-
ature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) occurring at an
average frequency of 0.33+0.14 s~ ! (n=18). Synaptic Development
in the presence of 2.4 nM SPARC increased spontaneous neurotransmis-
sion to an average frequency of 5.914+1.8 s~ ! (n=17), with mEPSCs
generally appearing in bursts (Fig. 3A). Miniature events were distribut-
ed within a wide range of frequencies, from 0.1 to 20 Hz but, only a third
of recorded neurons displayed the characteristic spontaneous activity of
control SCMs, below 1 Hz. The profile of mEPSCs was partially affected
by SPARC. Application of the matricellular protein had no effect on the
amplitude (Fig. 3B) but decreased the mean charge carried by miniature
events from 1.7 pC to 1.4 pC (p<0.001, Fig. 3C). This difference was
caused by a faster decay phase in neurons developed during 14-18
D.LV.in 2.4 nM SPARC (Fig. 3C, inset) thus supporting a postsynaptic ef-
fect of the matricellular protein. The amplitude of mEPSCs is essentially
related to the concentration of neurotransmitter released by a single
vesicle and the postsynaptic receptor density (Lisman et al.,, 2007). In
contrast, a faster decay is suggestive of alterations in the molecular
composition of nicotinic receptors, as described elsewhere (David
et al, 2010). This postsynaptic effect of SPARC was not related to the
marked increase in the frequency of mEPSCs, which likely originated
from presynaptic changes.

To assay for modifications in presynaptic terminal properties,
short term plasticity was studied using paired pulse stimuli (Zucker
and Regehr, 2002). In control SCMs, paired pulse ratio (EPSCy/
EPSC;) was 0.88+0.03 (n=63) when the stimulus interval was 1s
(Fig. 1). In contrast, the ratio was reduced to 0.73+0.02 (n=23) at
this same interval when 2.4 nM SPARC was present in the culture me-
dium (Fig. 3D). The difference between the two groups arose from a
faster recovery from depression observed in control conditions. In
control SCMs, recovery followed a single exponential with a time con-
stant of 24 ms, while in the presence of the matricellular protein, the
time course became bi-exponential with fast and slow time constants
of 23 ms and 42 s, respectively (Fig. 3E). Therefore, the presence of
nanomolar concentrations of SPARC in the culture medium enhanced
short term depression.

SPARC increases the probability of neurotransmitter release

Analysis of paired pulse stimuli showed that besides increasing short
term depression, SPARC also increased synaptic potency, defined by the
average EPSC amplitude. Fig. 3D shows the peak of the first EPSC used
to study paired pulse ratio changed from 2418+ 151 pA in control
SCMs (n=31) to 31044191 pA in SCMs developed with SPARC
(n=23, p<0.05). The maximum value of an EPSC is described by the fol-
lowing equation: Igpsc = Q+Pr«N, where Q, Pr and N, refer to the average
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Fig. 3. Effects of SPARC on mEPSC frequency and short-term depression. A) Distribution
of mEPSC frequency in control SCMs (black) and SCMs developed during 14-18 D.LV.
with 2.4 nM SPARC (SCM + SPARC, red). Recording illustrates spontaneous activity of
a neuron treated with SPARC. B) Distribution of mEPSC amplitudes in control SCMs
(n=2098, 18 cells) and SCMs + SPARC (n=2177, 17 cells). C) Distribution of charges
carried by mEPSCs in control SCMs (n= 1430, 9 cells) and SCMs + SPARC (n=1510, 12
cells). The inset illustrates the average profile of a mEPSC, in both conditions (SCMs,
n=33 and SCMs + SPARC, n=336). The exponential function describing the decay
phase shows a slower time constant of 29 ms in the control SCM, compared to 12 ms
in the neuron developed with SPARC. D) Plot of the average paired pulse ratio at 1 s in-
terval in control SCMs (black, n=19) and SCM + SPARC (red, n=12). Error bars indi-
cate 1 s.e.m. Note synaptic potency (amplitude of EPSC;) is increased in the
SCM + SPARC group. E) Recovery from paired pulse depression obtained by delivering
stimuli at time intervals ranging from 50 ms to 30 s in control SCMs (dots show n>9)
and SCMs + SPARC (dots show n>6). Data are expressed as mean= 1 s.e.m. Recovery
was fitted by a single exponential in SCMs (T=24 ms) and a double exponential in
SCMs + SPARC (Tast =23 mS, Tsiow =42 S).

current of a single mEPSC, the release probability and the number of inde-
pendent release sites, respectively (Ikeda and Bekkers, 2009). Since appli-
cation of SPARC did not modify the peak of mEPSCs (Fig. 3B), changes in
current amplitude could thus be related to Pr and/or N. Although several
studies associate the enhancement of paired pulse depression to an in-
crease in Pr (Sakaba et al., 2002), the analysis of paired stimuli does not
consider possible changes in N. We therefore carried out a variance-
mean analysis by exposing synapses to varying [Ca®*]. that modified Pr
(Fig. 4A, Clements and Silver, 2000). Autapses developed in the presence
of SPARC showed in 2mM [Ca®*]. a higher Pr than control SCMs. There
was a significant enhancement from 0.3440.08 (n=5) to 0.64+0.05



D. Albrecht et al. / Molecular and Cellular Neuroscience 49 (2012) 364-374 367

>
w

o
8
8

NE i 075 o
8 : ——
g o 050 5 =
001 i
g 0.25
L
0.00 0.00
| e— — B e —
0 1 2
SCM
meaan EPSC (-nA) e
C + dynasore
RRP, RRP, RRP, RRP,
T T T T
0 3 ] ]
Time (min)
= ek ‘(N,,I-,av,,,_ﬂ..-w-—-ﬂ-—---
f 108
05s
SCM+ SPARC
I1 nA
05s
D E

ol
£

e
£

kepsc,epsc,

=
LY

EFSC/'E PSC: dynasore
o
ES

=4
o

Fig. 4. Effect of SPARC on release probability and the size of synaptic vesicle pools. A)
Variance-mean analysis of a control SCM (black) and a SCM developed with 2.4 nM
SPARC (red). Each point represents a different release probability obtained at the fol-
lowing [Ca®*]. : 0.5 mM, 1 mM, 2 mM and 6 mM. Arrows indicate variance at 2 mM
[Ca®*].. B) Release probability calculated from the variance-mean analysis for SCMs
developed with or without SPARC. Asterisk denotes a significant difference (p<0.05).
Dots indicate mean+ 1 s.e.m. C) To reduce the size of presynaptic vesicle pools, three
trains of stimuli delivered at 14 Hz were applied at 3 min intervals in the presence of
dynasore. Recordings show RRP; and RRP, for two different cells. D) Analysis of
depression during a stimulus train by calculating the ratio found for the 12th/1st
EPSC. Error bars indicate 1 s.e.m (p<0.01). E) The amplitude of the 1st EPSC of the
train (synaptic potency) decreased after lowering available vesicles for release with
dynasore. Reduction of synaptic potency was larger in SPARC treated neurons
(p<0.05).

(n=5, Fig. 4B, p<0.05). As expected, the quantal parameter Q was not af-
fected by SPARC, and average values of 544-11 pA (n=5) and 69410 pA
(n=>5) were obtained in the absence and presence of the matricellular
protein, respectively. In terms of N, there were no apparent changes, albe-
it this parameter showed a high degree of variability among cultures,
ranging from 30 to 157. Consequently, the increase in short-term depres-
sion evoked by SPARC was mainly attributed to an elevation of Pr but, the
wide distribution found for the quantal parameter N made unclear
whether the matricellular protein was also affecting the number of re-
lease sites or the organization of vesicle pools.

SPARC decreases the amount of synaptic vesicles available for release

Delivery of a train of stimuli at 14 Hz in 2 mM [Ca® "] caused a
progressive depression of evoked responses that was mainly attribut-
ed to depletion of vesicle pools (Fig. 4C, Zucker and Regehr, 2002). It
was quantified by calculating the relationship between the ampli-
tudes of the 12th and 1st EPSCs. The value of this depletion ratio in
control SCMs was of 0.29 4 0.07 (n=17). To test whether depression
during high frequency stimulation could indeed be attributed to emp-
tying available vesicles for release, dynasore, an inhibitor of dynamin,
was applied at 100 uM. Having compensatory endocytosis blocked
(Newton et al., 2006), three high frequency trains were delivered
every 3 min during drug application, aiming to decrease the size of
vesicle pools. As a result, control SCMs showed on the third train a
significant decrease of their depletion ratio to 0.08+0.01 (n=14,
p<0.001, Fig. 4D). Neurons developed in the presence of 2.4 nM
SPARC presented a value of 0.09+0.01 (n=25), which was similar
to control SCMs having their vesicle pools reduced by dynasore appli-
cation. The possibility that SPARC treated neurons presented less
available vesicles for release was further suggested when EPSCs
were suppressed in 50% of neurons treated with dynasore (see exam-
ple in Fig. 4C). Reduction in vesicle pool size decreased synaptic po-
tency, defined as the amplitude of the first EPSC of the train. This
parameter was reduced to 60% in control SCMs but in SPARC treated
neurons the effect was more marked, lowering its value down to
~20% (p<0.05, Fig. 4E). Taken altogether, these results suggested
SPARC treatment decreased the number of vesicles available for re-
lease in a presynaptic terminal.

The size of the Rapidly Releasable Pool of vesicles is reduced by SPARC

The Rapidly Releasable Pool (RRP) is defined by those vesicles
docked to the active zone, which are rapidly released when a stimulus
arrives to the presynaptic terminal. Since this set of vesicles is the
most significant contributor to short term plasticity, we investigated
whether SPARC modified the RRP size analysing trains of stimuli
(Fig. 5A, Sakaba et al., 2002). In control SCMs and SCMs developed
with 2.4 nM SPARC, the size of this particular pool was of 5372+
421 pA (n=48) and 4898 +356 (n=38), respectively. Hence,
SPARC non significantly reduced the current associated to the RRP
by a 10% (p = 0.4). Calculations based on a stimulus train typically re-
sult in underestimated RRP values since phenomena contributing to
depression such as inactivation of presynaptic voltage gated calcium
channels are not taken into account. In addition, the increased release
probability and spontaneous activity observed by SPARC treatment
could also interfere with evoked responses during high frequency
trains. To overcome these limitations, the RRP size was also estimated
using local application of a hypertonic sucrose solution (Fig. 5B). In
this set of experiments neurons were silenced with TTX 24-48 h be-
fore recording to minimize depletion of vesicle pools by spontaneous
activity. Control SCMs showed a RRP of 390 447 pC, about two times
the size of SPARC treated neurons (182436 pC, p<0.01). Because
both methodologies used to calculate the RRP made reference to the
whole population of synapses recorded, measurements were refined
performing correlative electrophysiology and confocal experiments.
The aim was to obtain an approximate calculation of the number of
vesicles comprising the RRP of a single autapse.

To visualize synaptic contacts by optical microscopy, neurons
were stained after recording for two presynaptic markers: synapto-
physin (presynaptic vesicles) and bassoon (active zones). Count of
co-localized marks with somatic location (see Experimental
Methods for details), provided an estimate of the number of terminals
that more substantially contributed to evoked responses (Fig. 5C).
Dendritic labelling was not taken into account because space-clamp
limitations and cable-filtering properties likely reduced the contribu-
tion of synapses found in these processes (Ulrich and Liischer, 1993).
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Fig. 5. Effect of SPARC on the size of the Rapidly Releasable Pool (RRP) of vesicles. A, B)
Experimental methods used to calculate the RRP. High frequency train and local appli-
cation of a hypertonic sucrose solution. C) Projection of confocal sections obtained
from a recorded neuron stained for bassoon (green) and synaptophysin (red). Somatic
area was defined from the D.I.C. image (dotted line). D) Plot of RRP size calculated from
trains of stimuli, against the number of presynaptic terminals with somatic location
counted from stained neurons. Two independent linear fits to control SCMs (black)
and SCMs developed in 2.4 nM SPARC (red) determine that a single axosomatic termi-
nal is contributing to the RRP with 245 pA and 134 pA, respectively. Bins show mean +
1 s.e.m for each group. E) Plot of RRP size calculated after local application of a hyper-
tonic solution, against the number of presynaptic terminals estimated from confocal
images. The independent linear fits determine a single axosomatic terminal contributes
to the total RRP with 14.8 pC and 8.6 pC in control SCMs and SCMs treated with 2.4 nM
SPARC.

Plot of the total RRP size obtained by a high frequency train or sucrose
application, against the number of axosomatic terminals, showed a
wide distribution for control SCMs and SCMs developed with 2.4 nM
SPARC (Figs. 5D and E). Both groups were well fitted by independent
linear functions, providing four different estimates. Contribution of a
single autapse to the total RRP in control SCMs was 245 pA
(r=0.89) or 14.8 pC (r=0.93). For neurons treated with 2.4 nM
SPARC, a single synapse contributed 134 pA per terminal (r=0.67)
or 8.6 pC (r=0.94). Thus, development in the presence of the matri-
cellular protein decreased the slope of the linear functions relating
the total RRP size and the number of axosomatic presynaptic termi-
nals. Assuming a homogenous population synapses, and considering
the average current and charge for a control mEPSC were 60 pA and
1.7 pC (Figs. 3B and C), the RRP in a control presynaptic terminal
would be defined by ~4-9 vesicles. For neurons treated with 2.4 nM
SPARC, and considering the charge carried by a mEPSC was 1.4 pC
(Fig. 3C), the RRP size would be decreased to about its half, down to
~2-6 vesicles.

To confirm the effect of SPARC on RRP size, correlative electro-
physiology and electron microscopy experiments were performed.
The aim was to quantify the number of docked vesicles at the active

zone, which is determinant of the RRP size in hippocampal boutons
(Schikorski and Stevens, 2001) or retinal bipolar neurons (von
Gersdorff et al.,, 1996). Control and SPARC treated SCMs, displaying
their characteristic paired pulse plasticity, were processed for elec-
tron microscopy (Figs. 6A and B). Both groups showed synaptic bou-
tons of similar size, with a mean diameter of 1.13 £0.1 um (control
SCMs, n=4) and 1.10£0.13 um (SCMs + 2.4 nM SPARC, n=10). In
agreement with dynasore experiments (Figs. 4C-E), control SCMs
showed about 3 times more cytoplasmic vesicles than SCMs devel-
oped in 2.4 nM SPARC. Specifically, a 60 nm section of a control pre-
synaptic terminal showed 139 + 16 vesicles (Fig. 6C, n=6 synapses,
4 neurons), resembling synapses described elsewhere (Furshpan
et al,, 1986). In contrast, the presence of SPARC decreased this figure
to 53 +13 vesicles (Fig. 6D, n=10 synapses, 3 neurons). Moreover,
SPARC also modified the number of docked vesicles at active zones,
decreasing from 6+ 1 in control SCMs to 2+ 1 in SCMs developed
with SPARC (Fig. 6E). Pre and postsynaptic densities were obvious
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Fig. 6. Effect of SPARC on the ultrastructure of cholinergic presynaptic terminals. A, B)
Correlative electrophysiology and electron microscopy experiments. Paired pulse re-
cordings obtained after delivering two stimuli at 1 s interval in a control SCM cultured
for 16 D.LV. (A) and a SCM developed in 2.4 nM SPARC for 15 D.LV. (B). Synaptic poten-
cy was similar in both neurons but notice the enhancement of depression in the pres-
ence of SPARC. Micrographs show section of a presynaptic terminal from each neuron.
Although synaptic densities are obvious in both terminals, the SPARC treated neuron
shows few synaptic vesicles. C, D) Three-dimensional reconstruction of synapses
shown in A and B, respectively. Docked vesicles at the active zone are coloured in
black and cytoplasmic vesicles in light blue. E) Summary of electron microscopy data.
Significance level is p<0.01.
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in both conditions tested, showing similar lengths of 342488 nm
(n=4) and 403 +47 nm (n=10). These numbers accounted for
one docked vesicle in 105x 105 nm square at the active zone of a
SPARC treated neuron, About three times lower than control
synapses.

In summary, two different, complementary approaches, showed
the size of the RRP was reduced to about its half in SPARC
treated microcultures. This observation, alongside the overall
reduction in cytoplasmic vesicles, shows presynaptic terminals
developed in the presence of SPARC acquire an immature phenotype,
similarly to cholinergic synapses of superior cervical ganglion neu-
rons in vitro (Rees et al., 1976) and in vivo (Rubin, 1985).

Local release of SPARC enhances short term depression of autapses
developed in the absence of glia

To generate an acute and localized release of SPARC, thus emulat-
ing gradients generated by glial cells under physiological conditions,
transiently transfected COS-7 cells with GFP and SPARC were trans-
ferred onto already developed microcultures (>14 D.LV). In this ex-
perimental condition, which avoided use of the recombinantly
produced protein, the matricellular protein was synthesized and se-
creted by COS-7 cells on the vicinity of established synapses, for 24
to 48 h. The number of GFP positive cells added to a microdot was
variable, ranging from 0 up to 8 (Fig. 7A). Because it was considered
only cells expressing GFP were able to secrete SPARC (Fig. 7B),
those microcultures showing one or more fluorescent COS-7 cells
were selected in this set of experiments. The following observations
led to the assumption that the procedure described locally increased
[SPARC] at a nanomolar range around autapses: i) COS-7 cells were
closely located to neurons, with distances to the soma ranging from
1 to 40 pm, ii) the number of SPARC producing cells was probably
underestimated since transfection was carried out at a GFP:SPARC
1:4 ratio and the total number of cells added was typically 3 to 4
times the quantity of GFP positive cells (Fig. 7A), iii) microcultures
were established on a collagen substrate, which binds SPARC very ef-
ficiently (Hohenester et al., 2008) and iv) added transfected COS-7
cells produced very efficiently the matricellular protein (Fig. 7B),
enriching supernatants with ~0.3nM SPARC 48 h after plating
(Fig. 7C). To correct for unspecific cell-to-neuron interactions, the
control group was based on SCMs with added COS-7 cells expressing
only GFP. As expected, in this condition spontaneous or evoked activ-
ity was not modified (Figs. 7D and E). A distinct result was obtained
when the added COS-7 cells also secreted SPARC. Spontaneous activ-
ity was not affected, being again comparable to SCMs (Fig. 7D), but
paired pulse depression and synaptic potency were enhanced. Recov-
ery from depression followed a double exponential with fast and slow
time constants of 9.5 ms and 19.8 s, respectively (Figs. 7F). Therefore,
the effects of SPARC on short term plasticity were comparable when
the protein was applied to the culture medium of developing micro-
cultures or by local release on already established synapses.

Concentration dependent effects of SPARC on the formation of cholinergic
autapses

To gain a better understanding on the biologically relevant con-
centrations of SPARC to the described synaptic effects, the recombi-
nant matricellular protein was applied at 5nM, 10 nM and 25 nM
for 14-18 D.LV. Before assaying plasticity, two noticeable effects
appeared. First, the likelihood of finding a given SCM displaying
neurotransmission increased (Fig. 8A). As explained above 55 4-4%
of control SCMs (n=2352, 48 cultures), or 61 + 5% of SCMs exposed
to 0.24 nM SPARC (n=30, 6 cultures) did not show neither evoked
nor spontaneous events. Control figures were significantly reduced
to 34+ 6% (p<0.01, n=111, 19 cultures), 12+ 6% (p<0.01, n=44,
5 cultures) and 12+6% (n=16, 3 cultures), in 2.4 nM, 5nM and
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Fig. 7. Local secretion of SPARC on established cholinergic autapses does not modify
spontaneous activity. A) Image of a SCM containing at least three COS-7 cells expres-
sing GFP within the collagen microdot. The autaptic current generated in this particular
neuron is indicated in the inset (calibration bars 1 nA, 0.1 s). Neuronal processes, filled
with the internal solution containing Alexa-555 are depicted in red. The location of
presynaptic terminals is indicated by bassoon staining (blue). Nucleic acids are stained
with DAPI (magenta). B) Western blot showing the ability of COS-7 cells co-transfected
with plasmids codifying for GFP and SPARC to secrete the matricellular protein 36 h
post-transfection. Lines were loaded with the following media: SF (serum free medi-
um), CM (serum free medium conditioned by peripheral glial cells, as in Fig. 2A),
COS-GFP (serum free medium conditioned by COS-7 cells transfected with GFP
alone) and COS-GFP-SPARC (serum free medium conditioned by COS-7 cells trans-
fected with GFP and SPARC). Supernatants were obtained from a single 3.6 cm? well
and concentrated 10 times. C) [SPARC] in supernatants of COS-7 cell cultures trans-
fected with GFP and SPARC at 1:4 ratio collected 20 h, 40 h and 48 h after plating
(n=4). Background concentration present in the culture medium is also indicated
(p<0.01). D) Spontaneous activity of SCMs containing COS-7 cells expressing GFP
(black) or GFP and SPARC (green). E) Effect of COS-7 cells locally producing SPARC
on paired pulse depression studied at 1 s interval (green, n = 18). Black trace illustrates
control experiments performed when COS-7 cells expressing GFP alone (n=10). Error
bars indicate 1 s.e.m. F) Paired pulse ratio plotted as a function of the time interval be-
tween pulses in SCMs containing COS-7 cells expressing GFP alone were added (con-
trol, black), or GFP and SPARC (green). Each dot represents mean + 1 s.e.m. Recovery
from depression was fitted by a single exponential (T=67 ms) or a double exponential
(Trase=9.5 ms and Tgow =20 s). The time course obtained in the presence of 2.4 nM
SPARC is shown in red for comparison (same as 3E).

10 nM SPARGC, respectively. Second, application of the matricellular
protein reduced neuronal surface, measured as membrane capaci-
tance. In SCMs treated with 5 nM and 10 nM SPARC, the electrically
accessible membrane was significantly decreased by 13% (p<0.05)
and 25% (p<0.05), respectively. Higher concentrations of SPARC pro-
duced qualitatively similar results, however, application of 25 nM
SPARC impaired neuronal adhesion to the collagen substrate, result-
ing in a low number of recordings (n=6). In this condition one
third of recorded neurons did not show neurotransmission,
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Fig. 8. Concentration dependent effects of SPARC on synaptic activity. A) Effect of
[SPARC] ranging from 2.4 nM to 10 nM on membrane capacitance and the proportion
of microcultures failing to display autaptic neurotransmission (p<0.05). B) Membrane
capacitance (dots) and proportion of control SCMs failing to display neurotransmission
(open circles) plotted as a function of culture time, expressed in days in vitro, (D.LV).
C) Relationship between membrane capacitance and SCMs failing to display neuro-
transmission found between 14 and 18 D.LV. D) Recordings from a 14 D.LV neuron
treated with 10 nM SPARC. Notice the high frequency of mEPSCs (up) but the failure
to evoke neurotransmission (arrows, down). E) Paired pulse depression for a obtained
at 1s interval, in a neuron cultured for 16 D.LV. 48 h after SPARC removal. Average
values are indicated on the right. F) High frequency trains recovered their control pro-
file after removing SPARC from culture medium (compare to Figs. 4C and 5A). G) The
frequency of mEPSCs was below 1 Hz, 48 h after SPARC removal.

membrane capacitance was small, 54 4- 3 pF, and paired pulse depres-
sion for a 1 s interval was 0.81 4- 0.06. Higher [SPARC] were not tested.

Development of cholinergic autaptic neurotransmission in vitro fol-
lowed a characteristic time-course related to membrane capacitance. In
agreement to previous works (Saadat et al., 1989) nicotinic EPSCs and
spontaneous neurotransmission were detected in ~40-50% of neurons
when membrane capacitance reached a 60-70 pF plateau after 13
D.LV. (Fig. 8B). The relationship between membrane capacitance and
the proportion of microcultures showing functional autapses showed
the involvement of SPARC in synaptogenesis. This matricellular protein
promoted more efficient formation of cholinergic autapses (Fig. 8C),
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without significantly affecting the overall number of synaptic contacts
(Figs. 5D and E).

Further evidence was supported by the enhancement of spontane-
ous activity (Fig. 3A), which is a hallmark of synapse formation in devel-
oping microcultures (Ullian et al, 2004). The experiment of a SCM
exposed to 10 nM SPARC for 14 D.LV. (Fig. 8D), reinforced this possibil-
ity. This particular cell displayed the characteristic high mEPSC frequen-
cy of SPARC treated neurons (compare to Fig. 3A) in the absence of
evoked neurotransmission, which was suggestive of non-fully devel-
oped synaptic terminals. Poor coupling among voltage gated calcium
channels and synaptic vesicles in ill-formed contacts could explain an
increase of non-synchronous release of neurotransmitters.

Since the expression levels of SPARC decrease during develop-
ment, it was necessary to test what were the effects of removing
the matricellular protein from the culture medium. Cultures treated
with SPARC for 16-18 D.LV. were changed for 48 h to control condi-
tions. As a result, paired pulse ratio for stimuli delivered at 1 s interval
was 0.88+0.06 (n=7), undistinguishable from control SCMs
(Fig. 8E). High frequency trains showed a depletion ratio of 0.18 £
0.04 (n=7), non significantly different from control SCMs (p=0.3,
Fig. 8F). And finally, mEPSC frequency was of 0.33+0.09 (n=7),
again comparable to control neurons (Fig. 8G).

Discussion

By mimicking a peak of SPARC production in cholinergic neuronal
microcultures developed in the absence of glia, we demonstrate that
this matricellular protein arrests presynaptic terminals to a stage
characterized by a high release probability, a small RRP size and an
overall decrease of synaptic vesicles, which are three characteristic
features of immature synapses (Mozhayeva et al., 2002). These syn-
aptic properties of SPARC are related to secretion of the molecule dur-
ing central and peripheral nervous system development (Vincent
et al, 2008), possibly suiting presynaptic terminals to the initial
periods of neural circuit formation. In central synapses maturation
of presynaptic terminals is designed to decrease release probability
of neurotransmitters, resulting in an improved temporal processing
of signals (Feldmeyer and Radnikow, 2009). A high release probabil-
ity and a small RRP size would thus guarantee an efficient synaptic
transmission with a limited capacity to information processing.

Our results support the composition of the extracellular matrix,
and particularly, individual concentrations of matricellular proteins, as
determinants of presynaptic function in developing and stable synapses.
Comparison of the actions described for SPARC to thrombospondin,
show both matricellular proteins are involved in synaptogenesis but to
a different extent. While the action of thrombospondin is set to increase
the number of ultrastructurally normal but postsynaptic silent excitatory
synapses (Christopherson et al., 2005), SPARC function appears to be di-
verse. Its ability to enhance spontaneous activity and to increase the num-
ber of microcultures showing functional autpases, suggests is one among
other factors secreted by glia favouring synapse formation. Recently it has
been described that both thrombospondin and hevin promote establish-
ment of synaptic contacts in retinal ganglion cells, being the action of
hevin antagonized by SPARC (Kucukdereli et al,, 2011). Our finding that
cholinergic synapses are more efficiently formed in the presence of
SPARG, stays in contrast to this observation, suggesting that the type of
synapse involved is possibly a key determinant on the action of matricel-
lular proteins. In this regard, thrombospondin does not promote forma-
tion of gabaergic synapses (Hughes et al, 2010). Noticeably, what
appears to be the distinctive action of SPARC in our experimental condi-
tions, setting synaptic contacts to an immature phenotype, agrees to find-
ings obtained in glutamaergic synapses formed by retinal ganglion cells
(Kucukdereli et al., 2011). Altogether these evidences demonstrate that
SPARC is a glial secreted molecule able to modify synaptic activity, albeit
its specific action is likely influenced by the particular composition of the
extracellular matrix around synaptic types.
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Although SPARC mediated effects are particularly relevant to pre-
synaptic terminals, the analysis of spontaneous events suggests
changes are also occurring at the postsynaptic level. Synapses devel-
oped in the presence of SPARC show mEPSCs with a faster decay
phase, likely associated to an alteration in the molecular composition
of nicotinic receptors. This change could be mediated by integrins, as
described for AMPA receptors in glutamergic synapses (Jones et al.,
2011). The capacity of integrins to interact with SPARC and acting
as transducers of the extracellular matrix, suggests a putative role
for these membrane receptors in the described presynaptic effects.
Three evidences in support of this possibility are: i) a3-integrin
forms a complex with presynaptic voltage gated calcium channels
that binds active zone and cytoskeletal proteins in nicotinic synapses
of Torpedo electric organ (Carlson et al., 2010), ii) 31 integrin com-
plexes are widely present in the superior cervical ganglion (DeFreitas
et al,, 1995), and iii) SPARC interacts with integrin 31 heterodimers
(Weaver et al., 2008). How integrin receptors could affect to the orga-
nization of vesicle pools is unknown. Nonetheless, the role of presyn-
aptic actin, which interacts with integrin receptors and is key to the
organization of synaptic of vesicle pools (Pechstein and Shupliakov,
2010; Sakaba and Neher, 2003), should be explored because
SPARC modifies the actin cytoskeleton of cultured endothelial cells
(Murphy-Ullrich et al., 1995)

Finally, the ability of SPARC to act on stable synapses, could be re-
quired for particular events beyond development, such as synaptic
remodelling after an injury, because the production of this matricellu-
lar protein is upregulated following tissue damage in the cortex
(Mendis et al., 1998) or the olfactory bulb (Au et al., 2007). Glial
cells could use the ability of SPARC setting synapses to an immature
stage by generating a transient, favourable niche for establishing
and/or consolidating new synaptic contacts. Although our results
might suggest such action, this possibility still remains speculative.

Experimental methods
Cell culture and transfection experiments

Experimental procedures were approved by the Department of Envi-
ronment from the Generalitat de Catalunya and registered under DMAH
#5131. Single Cell Microcultures from Superior Cervical Ganglion (SCG)
neurons were prepared following the method previously described
using PO-P2 Sprague-Dawley rats (Perez-Gonzalez et al., 2008). Briefly,
medium containing all dissociated cells was placed in a 100 mm diameter
culture dish for 90 min at 37 °C. At the end of this pre-plate period >95%
of non-neuronal cells were found adhered to the dish but most neurons
remained in suspension. Medium was then collected and neurons seeded
at 2500 cells-ml~! on 15 mm coverslips containing 10-20 collagen
microdrops 100-400 um diameter (see Supplementary Fig.2 for details
on the density of microislands). Culture medium was DMEM/F12 [1:1]
containing 2.5% foetal bovine serum, 2.5% rat serum (prepared in the an-
imal care facility of the University of Barcelona), 3-5 nM NGF, 2 nM CNTF
(Alomone labs, Israel) and 25 U/ml penicillin/streptomycin at 37 °C and
8% CO,. In the indicated experiments mouse recombinant SPARC (R&D
Systems, Minneapolis, US) was added at 0.24 nM, 2.4 nM, 5 nM, 10 nM
or 25 nM.

Peripheral glial cells were cultured from dissociated superior cer-
vical ganglia in DMEM/F12 [1:1] containing 5% foetal bovine serum
and 100 U/ml penicillin/streptomycin at 37 °C and 8% CO,. When con-
fluence was >75% cells were changed to serum free medium as de-
scribed in (Ullian et al., 2004) but without BSA and maintained for
8 days. At the end of this period, medium was collected and concen-
trated using 10 kDa Amicon Ultra filter units (Millipore) to study
SPARC production by western-blot and ELISA (see below). The identi-
ty of peripheral glial cells was checked by their positive staining for
S100p (Perez-Gonzalez et al., 2008). Neuronal and peripheral glial
cell cultures were established in 12-well dishes.

Rat SPARC cloned into pCMV-SPORT6 was obtained from Invitro-
gen (ID: 5621666). To achieve local secretion of SPARC on stable syn-
apses, COS-7 cells were transfected with two separate plasmids,
SPARC and GFP at 4:1 ratio using lipofectamine. The proportion of
cells showing fluorescence was ~20%. The number of COS-7 cells
expressing GFP after being transferred to a microculture typically ran-
ged from O to 8. To visualize the intracellular distribution of SPARC, a
SPARC-GFP construct was created by inserting rat SPARC in pEGFP-
N1. After lipofectamine transfection ~50% of COS-7 cells and ~2% of
cultured peripheral glial cells displayed a punctate fluorescence,
suggesting the presence of the construct in vesicular structures
(Figs. 2C and D). COS-7 cells were seeded in 12-well dishes and
grown in serum free conditions to investigate SPARC production.

Electrophysiological recordings

All experiments were carried out in the whole-cell configuration
of patch-clamp using neurons microcultured for 14-18 days in vitro
(D.LV.), a period when neurotransmission showed a similar profile
(see also Fig. 8C). This time window was selected because: i) synaptic
transmission was never observed before 10 D.LV. (Perez-Gonzalez
et al,, 2008), ii) neurons displayed a comparable somatic surface, pre-
senting an average capacitance of 67 &2 pF (n=386) and iii) synap-
tic potency, paired pulse plasticity and the size of the RRP showed
similar values. Typical resistances of pipettes used for recordings
were 3-4 MQ when filled with internal solution, whose composition
was (in mM): 130 K-Gluconate, 4 MgCl,, 1 EGTA, 10 HEPES, 3
Na,ATP, 1 NaGTP, pH=7.2, 290 mOsm/kg. In some experiments
(Fig. 7A), 0.5 mM Alexa Fluor 555 hydrazide (Invitrogen) was added
to the internal solution to trace neuronal morphology. External solu-
tion contained in mM: 130 NaCl, 5KCl, 2 MgCl,, 10 HEPES-
Hemisodium salt and 10 Glucose, pH = 7.4. The final CaCl, concentra-
tion was always achieved by dilution from a 1M stock solution
(Sigma-Aldrich, St. Louis, US), and otherwise stated was 2 mM. All
salts and dynasore were from Sigma-Aldrich, (St. Louis, US). Before
the addition of glucose and CaCl,, the osmolality of the external solu-
tion was adjusted to 290 mOsm/kg. All experiments were performed
at room temperature (20-23 °C).

Recordings were made using Axopatch-200B and Axopatch-1D patch
clamp amplifiers (Molecular Devices, CA), under the control of ITC-18
boards (Instrutech, NY) driven by WCP software (Dr. John Dempster, Uni-
versity of Strathclyde, http://spider.science.strath.ac.uk/sipbs/page.php?
page=software_ses). Neurons were clamped at —60 mV and stimulated
by a 1-2 ms depolarization step that drove membrane potential to 0 mV.
Time interval between repeated stimuli was always >30's.

Analysis of electrophysiological data

Analysis was performed by custom made macros written in Igor Pro
software 6.0 (Wavemetrics, OR). Neurons used in each experimental
group came from six or more different cultures, depending on the condi-
tion. Calculation of RRP size from 14 Hz trains was carried out following
the method described elsewhere (Perez-Gonzalez et al., 2008; Sakaba
et al, 2002). The RRP size, expressed in pA, corresponded to the
intercept on the ordinates axes of a linear fit to the steady-state phase
of the cumulative plot of currents. Measurements of the RRP size were
also done by local application of a hypertonic sucrose solution
(500 mOsm/kg). RRP estimates obtained by this methodology, were larg-
er than those calculated by high frequency stimulation. Both methods
were linearly related (r=0.96), by a factor of 2.6 (see also Ikeda and
Bekkers, 2009).

Recovery from paired pulse depression was analysed by fitting ex-
ponential functions. The decision between single and double expo-
nential fits was made by visual inspection followed by comparison
of residuals. A further criterion before accepting the need for a double
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exponential over a single was that the two time constants should dif-
fer by more than one order of magnitude (Figs. 3E and 7F).

Immunocytochemistry and antibodies

Cultured cells were fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized
with Triton X-100. The following dilutions of primary antibodies were
used: S100p (Dako, 1:1000), Synaptophysin (Synaptic Systems, 1:500)
and Bassoon (Assay Designs, 1:1000). Overnight incubation with prima-
ry antibodies at 4°C, was followed by staining with secondary antibodies
labelled with Alexa-488 and Alexa-555 (Invitrogen, 1:500).

Determination of SPARC concentration in supernatants

Production of SPARC was revealed by western blot analysis using a
polyclonal antibody (R&D Systems, Minneapolis, AF942) at 1:500 di-
lution that identified a single band at ~40 kDa (Figs. 2A and 7B).
Mouse recombinant SPARC was used as a positive control in all as-
says. To quantify protein concentrations in cell culture supernatants,
indirect ELISA was performed using the above-mentioned SPARC
polyclonal antibody at 1:500 dilution.

Correlative electrophysiology and confocal microscopy

At the end of a recording episode neurons were micrographed,
fixed in paraformaldehyde 4% and stained for bassoon and synapto-
physin. Quantification of presynaptic terminals contacting the soma
was performed by Image ] analysis of confocal sections. A synapse
was defined as a round structure, where the two markers co-
localized, with an apparent area of 0.3 to 3 um? and spanning 3 to 5
confocal sections (~0.9-1.5 um). The procedure was the following
(see Fig. 5C): first, the somatic region was established from the
D.I.C. image. After removal of background staining, maximum intensi-
ty projections were merged, thresholded and analysed within the de-
fined region. Identified ROIs within the somatic surface were checked
in each section of the stack, and those falling within the established
criteria were counted as synapses.

Correlative electrophysiology and electron microscopy

After obtaining an estimate of paired pulse plasticity (Fig. 9A), neu-
rons grown in thermanox coverslips (Nalgene) were micrographed
(Fig. 9B) and fixed for 2 h at 4 °C in 2.5% glutaraldehyde. To avoid an ex-
cessive depletion of vesicle pools, a minimal number of stimulation pro-
tocols were delivered (typically less than 5 paired pulse recordings).
Fixed cells were washed in PB 0.1% and a region of interest was drawn
with a razor blade around the recorded microculture for subsequent iden-
tification. Microcultures were then post-fixed with 1% osmium tetroxide/
0.8% potassium ferricyanide, dehydrated and embedded in spurr resin.
The area containing the recorded neuron was cut and embedded facing
a spurr capsule. The remaining coverslip bit was removed and the
recorded neuronal microculture identified in the resin block (Fig. 9C), be-
fore proceeding with semi-thin (Fig. 9D) and ultra-thin en-face sections
using a Reichert-Jung Ultracut E microtome. Sections were stained with
uranyl acetate and lead citrate and viewed in a Jeol 1010 electron micro-
scope. Low magnification images confirmed the identity of the neuron
(Fig. 9E). Quantification of vesicle numbers and locations were calculated
in micrographs obtained at 80-150 K magnification. Synaptic vesicles
were considered docked when distance to the plasma membrane could
not be resolved. To illustrate vesicle distributions relative to active
zones, reconstruction of two sections of the same postsynaptic density
was performed using Reconstruct software (Fiala, 2005).

A

Fig. 9. Correlative electrophysiology and electron microscopy. Illustrative example of
the method used to perform correlative electrophysiology and electron microscopy ex-
periments. A) Paired pulse plasticity was assayed in a SCM by delivering two pulses at
1s interval. B) Neuron was micrographed at the end of electrophysiological experi-
ments. C) The recorded cell was fixed and identified in a spurr block. D) Semi-thin sec-
tion of the recorded neuron. E) Low magnification image showing the soma of the
studied neuron.

Statistical analysis

Data from averages are always expressed as mean + s.e.m. For statis-
tical analysis, groups were compared using unpaired two-tailed Stu-
dent's t-test. When comparing more than two groups ANOVA analysis
with Bonferroni post-test was used. Significance level was set at p<0.05.

Estimation of SPARC concentration in the neuroglial space upon release
from a single vesicle

To obtain an estimate for [SPARC] achieved in the neuroglial space
after release from a single vesicle, a model was designed starting from
the second Fick's law of diffusion, which describes the time depen-
dence of the (one dimensional) concentration gradient:

o, e "
ot ox*

Here ¢ denotes the concentration, t time, D is the proportionality
constant (termed diffusion coefficient) and x is the space coordinate.
The transformation to spherical coordinates yields the following
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equation, considering diffusion is constant and not to be dependent
on the angle (radial diffusion, i.e. dc/0¢p=0c/06=0):

3D

dc 20c 0%c
%E+m4' @

On the bases of previous approaches dealing with similar ques-
tions (i.e. estimation of the glutamate concentration in the synaptic
cleft), it was assumed release of SPARC molecules to the neuroglial
space behaved effectively as diffusion from a point source into an in-
finite medium (Barbour and Hdusser, 1997). The solution c(rt) of
Fick's second law for a point source of molecules in an infinite three
dimensional volume is as follows:

c(r,t) = 8 M i (3)

M,
Dt/

Here M denotes the amount of protein being released from the
point source (i.e. SPARC copies in a vesicle expressed in mol). Consid-
ering molecules cannot diffuse back into the cell, as they are hindered
by the cell membrane, Eq. (3) needs to be multiplied by 2 to account
for molecules being dispersed away from the vesicle towards the sur-
rounding neuronal membrane (here considered as an infinite plane).
We also introduce a factor of 10~ 3, to change the unit of ¢ from mol/
m? to mol/l, which is more frequently used.

M 2

c(rt)y=—g———-e ™
.0 4-103(nDt)372

(4)

To calculate the maximum distance where a certain concentration
is reached regardless of time, it is first required to identify the point in
time, when for a given distance r, concentration will reach its maxi-
mum. For this purpose, setting dc/0t=0 and solving the equation
to t, yields the time when concentration is at its peak:

T2

Ceomax. = 6_D (5)

Inserting Eq. (5) in Eq. (4) gives:

M 6\
400013 <ﬁ> ' ®)

Rearranging Eq. (6) to r provides:

Cmax(r) =

M 3 /6
rouc© = (10002) Ve 7

Considering glial cells engulf synaptic terminals and neuronal
membranes, it is assumed all SPARC molecules would be released
onto a flat neuronal surface. On these bases, all points on the surface
plane, whose distance to the point source are equal or less than ryax
are considered part of the covered surface. This area is described by
a circle with the radiusr = \/12 pax— 2. As the surface A of a circle

with radius r equals m-1?, this gives
2 2
Acoveredﬂur =T (l’ max_d ) (8)

Thus, the neuronal surface covered at a given concentration by re-
lease of SPARC from a single vesicle was estimated by first calculating
Tmax from Eq. (7) for a range of concentrations between ¢y and Cax.
Placing the resulting 1.« values in Eq. (8) provided the surface covered

by SPARC for a particular concentration range. To build the plot shown
in Fig. 2F, ciin was set to 1 nM and ¢pax to 1 pM.
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