Sln p51s y sinaptopatias

Francisco J. Barrantes

Pren. Méd. Argent.
Julio 2015
Vol. 101 - N°5
312-319

Laboratorio de Neu-
robiologia Molecular,
Instituto de Investi-
gaciones Biomédicas
(BIOMED), UCA-
CONICET, Facultad
de Ciencias Médicas,
Pontificia Universi-
dad Catdlica Argenti-
na, Buenos Aires.

INTRODUCCION

El cerebro humano contiene aproxima-
damente 100 billones (10%) de neuronas
interconectadas por un cuatrillén (10%)
de sinapsis. Las sinapsis en sistema ner-
vioso central (SNC) pueden ser somdti-
cas si ocurren sobre el cuerpo principal
de la neurona blanco o -en su mayoria-
pueden ocurrir sobre las dendritas, las
arborizaciones que se desprenden del
cuerpo neuronal, en pequefias protru-
siones denominadas espinas dendriticas,
cuyo tamaifio varia de 200 nm a 2 ym
(Figura 1). Estas estructuras ricas en
proteinas del citoesqueleto y en actina
en particular, contactan con terminales
nerviosos de otras neuronas presinapti-
cas. Por lo tanto, las espinas dendriticas
son sitios primarios de integracion de se-
fiales, en los cuales diferentes receptores
de neurotransmisores y canales sensibles
al voltaje modulan la fuerza y plasticidad
sindptica, siendo el Ca? intracelular un
protagonista clave. Se cree que el tama-
fio y forma de las espinas dendriticas in-
fluyen en la transmisién de seiiales, y se
ha observado que pueden sufrir cambios
morfolégicos asociados con el fenémeno
de potenciacién de largo término (LTP,
“long-term potentiation”), que ha sido cli-
sicamente correlacionado con procesos
de aprendizaje y memoria, en estados de
stress patolégico, en enfermedades tales
como la epilepsia o en patologias congé-
nitas como el sindrome del cromosoma
X fragil.

Como se ilustra en las Figura 2y 3, las
espinas dendriticas se encuentran conec-
tadas, pero también espacialmente aisla-
das del tronco dendritico a través de su
cuello, y en virtud de que las espinas tie-

nen un volumen relativamente pequefio
con respecto al volumen de la dendrita,
la insercién y remocién de las moléculas
de sefializacién podrian constituir meca-
nismos claves para determinar la intensi-
dad y el curso temporal de las respuestas
postsindpticas fisiologicas y patoldgicas.
Adn no conocemos en detalle el comple-
jo equilibrio y las contribuciones relativas
del triafico exocitico, endocitosis, reci-
claje, y neo-biosintesis de los receptores
de neurotransmisores en las sinapsis del
sistema nervioso central, y el papel que
juegan estos procesos en la formacidn,
mantenimiento o remocién de agregados
de receptores en espinas dendriticas, po-
siblemente distintos de los que operan en
sinapsis en el soma neuronal. También es
interesante interrogarse acerca del efecto
de lipidos sobre tales procesos, dado que
en la sinapsis colinérgica periférica (por
¢j. 1a unién neuromuscular) el aumento
o la disminucién del contenido del co-
lesterol influye sobre la distribucién y
densidad del nAChR (Borroni et al.,
2007; revisién en Barrantes, 2010). Una
faceta de importancia en patologia es la
observacién que en neuronas que expre-
san el receptor de acetilcolina del tipo o7
(a7nAChR), la interaccién de este recep-
tor con el péptido amiloide conduce a la
formacion de un complejo estable que es
internalizado y acumulado en depésitos
intracelulares a través de un mecanismo
(Nagele et al., 2002) que hasta ahora no
ha sido caracterizado.

Se cree que la modulacién de la di-
ndmica de la actina genera cambios ci-
toarquitectonicos asociados con la plas-
ticidad sinptica. Ademss de su funcién
en procesos que conllevan cambios mor-
folégicos visibles en la sinapsis, la acti-
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na también participa en actividades tan
variadas como la organizacién de los
componentes del andamiaje de la unién
sindptica o el facilitamiento del trdnsito
de la maquinaria sindptica. Dado que la
actina es el principal componente estruc-
tural del citoesqueleto sub-sinaptico, su
estudio podria aportar informacién cla-
ve para ayudar a desentrafiar algunos
de los enigmas atin vigentes acerca de la
coordinacién entre estructura y funcién
sindpticas.

RECEPTORES DE
NEUROTRANSMISORES
EXCITATORIOS EN EL CEREBRO:
LOS RECEPTORES DEL
GLUTAMATO

La estructura quimica de los receptores
del glutamato (GluRs) sigue un patrén
arquitecténico molecular tipico: estos
receptores poseen un extremo NH-
terminal, seguido de cuatro dominios
transmembrana, y un lazo que posiciona
el COOH-terminal en el compartimen-
to intracelular. Se han identificado tres
clases de GluRs en base a sus propieda-
des farmacoldgicas y moleculares. Segin
los agonistas selectivos que los activan,
se los clasifica en: i) y-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-4cido propidnico isoxazol
(AMPA-Rs); ii) receptores de kainato y
iii) receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA-Rs) (Kantamneni, 2015). El
Glu activa directamente a los AMPA-
Rs para mediar la transmisi6én sindptica
excitatoria rdpida. Por el contrario, los
NMDA-Rs son inactivos a potenciales
de membrana de reposo porque ademds
de la union al glutamato, la activacién
de los NMDA-R también requiere una
despolarizacién para liberar el bloqueo
voltaje-dependiente del poro del canal
que se produce por Mg*. La activacién
de los NMDA-Rs puede ser mediada
por la activacion de los AMPA-Rs en la
misma sinapsis, resultando en una des-
polarizacién de la membrana y una libe-

racién del bloqueo voltaje-dependiente.
Tras la activacién, los NMDA-Rs son
permeados por iones Na* y Ca®* y actdan
como mediadores de una fase mds lenta
de neurotransmisién. Los AMPA-Rs
y los NMDA-Rs se encuentran loca-
lizados en su mayoria en los dominios
postsindpticos excitatorios (ver revision
reciente en Kantamneni, 2015). Una
forma de plasticidad sindptica ha sido
clasicamente asociada a los procesos de
aprendizaje y memoria: la potenciacién
de largo plazo (long-term potentiation,
LTP en inglés). Durante este proceso,
las espinas dendriticas se agrandan y se
hacen mis estables, aumentando su tenor
de receptores excitatorios de tipo AMPA
(Makino y Malinow, 2009).

Elreceptor de acetilcolina neuronal
Al igual que los receptores de gluta-
mato, los receptores de acetilcolina nico-
tinicos (nAChRs) son canales selectivos
de cationes capaces de actuar como me-
diadores de la transmision excitatoria.
Tanto en la sinapsis periférica —la unién
neuromuscular o la electroplaca de los
peces eléctricos- como en las sinapsis
colinérgicas del sistema nervioso central,
los nAChRs constituyen uno de los prin-
cipales receptores de neurotransmisores,
traduciendo la sefial quimica mediada
por acetilcolina (ACh) e imitada por una
de las principales drogas de adiccién, la
nicotina. Diferentes genes que codifican
para las subunidades del nAChR han
sido caracterizadas dentro de la superfa-
milia, también conocida como receptores
de lazo de cistina, evidencian homologia
no sélo en la secuencia de aminoacidos
sino también en su estructura cuaterna-
ria y en “motivos” estructurales con los
que interactdan con ligandos y con lipi-
dos (Barrantes, 2015). Cada subunidad
del nAChR contiene cuatro segmentos
transmembrana hidrofébicos, de 20-30
aminodcidos de longitud, denominados
M1-M4. Hemos postulado que, ademds
de estas dos regiones principales del nA-
ChR, hay un tercer dominio importante
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localizado en la interfase /ipido-proteica,
que incluye a las porciones de la proteina
expuestas a los lz])idos, por un lado, y los
lipidos circundantes al nAChR, por otro
(Barrantes 2003, 2004). Estos tltimos
corresponden a la region del cinturén de
lipidos (“4nulo”, “nAChR-circundante”),
que es la porcién lipidica ubicada en el
perimetro inmediato de la proteina nA-
ChR, originalmente descubierta por
medio de técnicas de resonancia de espin
electrénico (ESR) y caracterizada por
nosotros por primera vez en términos
de la selectividad y estequiometria de los
lipidos intervinientes (Barrantes, 2004).

Los nAChRs que contienen subuni-
dades a7 (07nAChR) son, juntamente
con los receptores que contienen la com-
binacién 04/B2, los receptores colinérgi-
cos mds abundantes del cerebro (Berg &
Conroy, 2002; Broide & Leslie, 1999).
Los 07nAChRs neuronales son cana-
les idgnicos pentaméricos gatillados por
ligandos, pertenecientes a la familia de
receptores de lazo de cistina. Traducen
la unién de dos moléculas de ACh en
un flyjo iénico, que rdpidamente se ate-
nda por desensibilizacién, mediado por
Ca*. Debido a su alta permeabilidad al
Ca?, los nAChRs participan en varios
mecanismos de transduccién de sefales
tales como las mediadas por las quina-
sas ERK/MAPK y las cascadas JAK2/
PIP3K, promoviendo la supervivencia
neuronal al inducir la produccién de las
proteinas anti-apoptéticas Bcl-s y Bel-x
(Dineley, 2007). Los 07nAChRs se lo-
calizan pre- y post-sindpticamente (en
este ultimo caso en sinapsis axo-dendri-
ticas y axo-somdticas), participando en
numerosos procesos de gran relevancia
biol6gica, como la modulacién de la
liberacién de otros neurotransmisores,
la mediacién de respuestas excitatorias
postsindpticas, el gatillado sensorial, el
aprendizaje, la formacién de la memo-
ria, la neuroproteccién, la potenciacién
de largo plazo (LTP), y otras funciones
cognitivas importantes. Los 07nAChRs
comparten otras propiedades con los re-

ceptores del Glu; por ejemplo, se desensi-
bilizan rdpidamente como muchos receptores
AMPA y tiene una alta permeabilidad al
Ca*, como es el caso de los NMDA-Rs
(Bertrand et al., 1993). Esta dltima ca-
racteristica convierte a los 7/7nAChRs

en actores claves de los fenémenos de-
pendientes del Ca** en el cerebro, inclu-
yendo la expresién genética (Chang &
Berg, 1999), como ocurre en el caso de
los NMDA-Rs (Vanhoutte & Bading,
2003). Ademds, al igual que otros NM-
DA-Rs, los 07nAChRs se co-distribu-
yen con proteinas postsindpticas porta-
doras del dominio PDZ, pertenecientes
a la familia 90 de proteinas asociadas a

sinapsis PSD-95 (Parker et al., 2004).

El sutil equilibrio que mantiene
alos receptores en la sinapsis regula
la eficacia de estaultima

La eficacia de la sinapsis depende de
varios factores, entre los cuales juega un
papel decisivo el nimero de receptores de
neurotransmisores presentes en la zona
activa de la sinapsis. La cantidad de re-
ceptores estd determinada, a su vez, por
el equilibrio entre la produccién biosin-
tética y el trifico de los receptores desde
el reticulo endopldsmico a la membrana
plasmatica, porun lado, y la internaliza-
cién endocitica, por otro. A estos factores
se suman la difusién lateral de receptores
desde sitios extrasindpticos a la region
sindptica, y al reciclado de los recepto-
res internalizados (Barrantes, 2014). El
proceso de difusién de los receptores
procede de compartimentos intracelula-
res vesiculares, por un lado, u ocurre en
la membrana de superficie de la neurona
propiamente dicha (Figura 2). En este
dltimo caso, la principal fuerza motora
es la difusion térmica, Browniana, que
los moviliza hasta alcanzar la regién si-
niptica. Una vez alli, los receptores se
acumulan y son inmovilizados por pro-
teinas de andamiaje y por la red citoes-
quelética cortical. Recientemente hemos
sefialado la peculiar propiedad dindmi-
ca de algunos 07nAChRs: permanecen
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por periodos relativamente prolongados
confinados en regiones peri-sindpticas
vecinales a las zonas ocupadas sindpti-
camente por otros receptores excitatorios
como los glutamatérgicos o inhibitorios
como los GABAérgicos, en base a lo cual
sugerimos una nueva hipétesis sobre la
funcién de los 07n AChRs en las sinap-
sis cerebrales: “visitar” los territorios (de
escala nanométrica) de otros receptores
de neurotransmisores, contribuyendo asi
a regular el equilibrio entre excitacién e
inhibicién, dependiendo del tiempo de
residencia en cada territorio (Barrantes,
2014). Y por extensién, agregamos, la
plasticidad sinaptica.

“Ver es creer”: visualizar las moléculas
sindpticas en tiempo real esyauna
realidad

Para estudiar los detalles estiticos
y dindmicos descriptos en la seccién
precedente, asi como otros fenémenos
fisiolégicamente importantes de la or-
ganizacion sindptica y de la asociacién
macromolecular de los receptores de
neurotransmisores y otras proteinas aso-
ciadas, es necesario acceder a la escala
nanométrica de organizacién celular.
Desentraar tales procesos requiere, por
tanto, metodologias capaces de acceder a
este rango (10 m) de estructura del ce-
rebro. En los tltimos 50 afios éste ha sido
un campo casi exclusivamente abordable
mediante microscopia electrénica. En la
ultima década, sin embargo, el adveni-
miento de nuevas técnicas de microsco-
pia de luz ha permitido por primera vez
alcanzar una resolucién sin precedentes,
visualizdndose macromoléculas indivi-
duales (proteinas y lipidos fluorescentes)
en células vivas; algo asi como poder dis-
cernir (resolver) individualmente miles
de seres humanos, vehiculos y animales
en movimiento, en sucesivas posiciones
que cambian en el transcurso de varios
minutos, mediante fotografias seriales
obtenidas desde el espacio durante el
paso de un satélite raudamente sobre-
volando una gran ciudad. Esta metéfora

es vilida para ilustrar el proceso de ad-
quisicién de imdgenes de microscopia
de superresolucién en tiempo real. En el
caso de receptores de neurotransmisores,
el primero en ser resuelto mediante es-
tas nuevas metodologias fue el nAChR
muscular. En colaboracién con el grupo
del Prof. Stefan Hell, quien desarro-
llara la microscopia de superresolucién
conocida como STED (“stimulated total
emission depletion”), pudimos revelar la
organizacién a escala nanométrica de
este receptor en la célula, por debajo del
limite de resolucién del microscopio 6p-
tico (Kellner et al., 2007). Con micros-
copia convencional o confocal habia sido
posible observar acamulos (“clusters”) de
AChRs bajo la forma de puntos de ~0.2
pm de didmetro (Borroni et al., 2007).
Con microscopia STED fue posible, en
cambio, observar nano-aciumulos (“na-
noclusters”) de unas pocas moléculas del
nAChR en la superficie celular, con un
didmetro promedio de ~55 nm.

PERSPECTIVAS

La irrupcién de nuevas metodologias
en Neurociencias bésicas, como la opto-
genética y las microscopias de superre-
solucién, ha producido una verdadera
revolucién, cuyos alcances recién empe-
zamos a vislumbrar. No es casual que los
descubridores de las nuevas nanoscopias
fuesen galardonados recientemente con
el premio Nobel de Quimica 2014...
Sus posibles aplicaciones en las Neuro-
ciencias no podrian ser més promisorias
(Eggeling et al., 2013; Willig y Barran-
tes, 2014), ya que precisamente abren la
posibilidad hasta hace muy poco insos-
pechada de estudiar la subestructura de
la sinapsis en la neurona viva y, mds sor-
prendentemente aun, en un animal vivo
(Berning et al., 2012). En Neurociencias
translacionales las oportunidades son
enormes, ya que muchas enfermeda-
des neuroldgicas y neuropsiquidtricas
cursan con trastornos estructurales y/o
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funcionales de las sinapsis y las espinas
dendriticas en particular, constituyendo
éste un ejemplo de cémo transitar todo
el espectro desde el nanocosmos de la
subestructura sindptica hasta la clinica.
Las sinapsis glutamatérgicas estin invo-
lucradas en enfermedades como inha-
bilidad intelectual (Penzes et al., 2011,
1013) desérdenes bipolares, esquizofre-
nia y el espectro de desérdenes autisti-
cos, en los que se afectan la transmisién
por la variedad AMPA del GluR y cuya
etiologia radica predominantemente en
variantes del gen ANK3, el que codifi-
ca la produccién de la proteina sindptica

ankirina (Smith et al., 2014). Asimismo,

ciertas formas de epilepsias hereditarias y

enfermedad de Alzheimer se ven acom-

pafiadas de sinaptopatias (Vallés et al.,
2014), que preceden con mucha antela-
cién la aparici6n de los cldsicos hallazgos
anatomopatoldgicos, patognoménicos de
esta iltima enfermedad. En algunas pa-
tologias el nimero de espinas disminuye,
como se ha observado en ciertas esquizo-
frenias o en la enfermedad de Alzheimer,
mientras que en otras aumenta, COmo €n
algunas variantes del amplio espectro de
los desérdenes autisticos.
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RESUMEN

Comprender la funcién sinaptica y sus
alteraciones (“sinaptopatias”) presentes
en muchas enfermedades neuroldgicas
y neuropsiquidtricas es una de las claves
para descifrar los mecanismos que ope-
ran en la estructura mds compleja de la
Naturaleza, el cerebro. A pesar de los
avances importantes que se han hecho en
tal sentido, atin queda mucho por des-
cifrar, particularmente en sus detalles
moleculares. El entendimiento de algu-
nos aspectos fundamentales de la fun-
cién sindptica requiere una descripcién
detallada de la topologia y la dindmica
de los componentes moleculares de la si-
napsis, y de los mecanismos moleculares
que operan en la transmisién sindptica,
asi como de sus contrapartes, los meca-
nismos patol6gicos responsables de las
alteraciones en propiedades tales como
la denominada plasticidad sindptica en
el sistema nervioso central. Desarrollos
recientes en microscopias de superreso-
lucién (“nanoscopias”) han permitido
comenzar a visualizar en forma directa
la organizacién, estabilidad y dindmica
de los receptores de neurotransmisores y
otras moléculas sindpticas en el cerebro
normal y patolégico en neuronas y ani-
males vivos, asi como los mecanismos
que regulan tales procesos. Estos avan-
ces constituyen un importante drea de
investigacién que une a la Neurociencia
bésica con la Neurologia clinica, es decir,
las Neurociencias translacionales de la
actualidad.

SUMMARY

Understanding synapse function and dys-
Sfunctions (“synaptopathies’) present in many
neurological and neuropsychiatric diseases is
key to progress in unraveling the intricacies
of the most complex machine in Nature, the
brain. Although substantial advances have
been made in this direction, much remains
to be explained in terms of molecular de-
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tails. Grasping some fundamental aspects
of synaptic function requires a detailed de-
scription of the topology and dynamics of the
molecular components of the synapse, of the
molecular mechanisms operating in synaptic
transmission, and of the counterpart patho-
logical changes responsible for alterations in
synaptic properties such as synaptic plastic-
ity in the central nervous system. Recent de-

(“nanoscopies’) are beginning to enable the
direct visualization of the organization,
stability and dynamics of neurotransmit-
ter receptors and other synaptic molecules
in live neurons and animals, as well as the
mechanisms regulating such processes. These
advances constitute an impon‘am‘ area of re-
search linking basic Neuroscience with clini-
cal Neurology, i.e. in current translational

-ve/opmenfs in su])erreso/ufion mia‘oscopies Neuroscience. ”
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Figura 1. A la izquierda, una tipica neurona piramidal de corteza cerebral. El recuadro delimita
una prolongacion del drbol dendritico apical de la neurona, que se muestra en el inserto a la dere-
cha. En el mismo de observan varias espinas dendriticas con filamentos de actina y moléculas de
miosina V, activa en la espina central, e inactiva en la espina del extremo derecho. La red de fi-
lamentos de actina participa activamente en el anclaje de receptores excitatorios glutamatérgicos
de tipo AMPA y NMDA. La figura muestra ademis cémo los receptores son transportados en
forma vesicular por motores en los que interviene la miosina y pequefias G'T'Pasas como la Rab11.
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Figura 2. A la izquierda se observa el cuerpo (soma) de una neurona con su ndcleo (violeta), y
una vesicula intracelular conteniendo en su membrana una molécula de un receptor de un neu-
rotransmisor genérico (verde) en su membrana. La vesicula transporta al receptor a la superficie
celular, donde migra por difusion lateral en la membrana plasmatica de una dendrita neuronal
{flecha celeste), pudiendo alcanzar asi una espina dendritica, protrusién mindscula (0,22 1 um
de didmetro) en donde los receptores también pueden difundir lateralmente y formar acimulos
que restringen su difusién y les anclan en la zona activa de la sinapsis. Las espinas dendriticas
alojan predominantemente receptores excitatorios, como los GluR.
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Figura 3. Las espinas dendriticas poseen un volumen relativamente pequefio, del orden de 1
fL, y un cuello que restringe el paso de macromoléculas desde y hacia la dendrita. Por ende, la
insercién y remocién de receptores y moléculas de serializacion podrian constituir mecanismos
claves para determinar la intensidad y el curso temporal de las respuestas postsindpticas, tanto
fistoldgicas y patolégicas. Adn no sabemos con certeza cuan eficientemente los receptores i)
difunden desde las zonas extra-sindpticas a la zona sindptica en la espina propiamente dicha; i)
son transportados hacia y desde la dendrita, iii) insertados, iv) internalizados por via endocitica y
iv) reciclados a la membrana sindptica. La actina (red filamentosa en verde) juega un papel clave
en estos procesos dindmicos y en los cambios morfologicos de las espinas dendriticas desde un
estado “basal” (extremo izquierdo), al activo (centro) y en estado de mantenimiento (derecha).
Los receptores glutamatérgicos excitatorios (amarillos) permiten la entrada de Ca?* a la espina,
activando la quinasa calcio/calmodulina-dependiente (CaMKII), que interviene junto con la
actina en la dindmica de la espina, especialmente en los cambios morfolgicos que ocurren en fa
potenciacion de largo alcance (TP, “/ong-term potentiation”), fenémeno asociado a aprendizaje
y memoria.
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