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RESUMEN

La neurona candelabro se caracteriza por ser una de las interneuronas inhibidoras
mas importantes del cortex cerebral. Se encuentra en todas las capas de la corteza
pero es mucho mas abundante en las capas Il y Ill. En cuanto a la morfologia, su
arbol dendritico es variable, pudiendo ser bipenachadas, bipolares e incluso
multipolares. Sin embargo, lo que caracteriza principalmente a estas neuronas son
sus terminales axonales: Estos salen de las distintas ramas dendriticas y se orientan
verticalmente, asemejdndose a una lampara candelabro. Los terminales axonales
contactan exclusivamente con el segmento inicial del axon de las neuronas

piramidales por lo que también reciben el nombre de neuronas “axo-axdnicas”.

Utilizan el GABA como neurotransmisor y expresan ademas las enzimas GAD65 y
GAD67, que junto con la regulacion de los receptores GABAaA y de los
cotransportadores de cloro (KCC2 y NKCC1) proporcionan a la neurona candelabro
su caracteristica funcién inhibidora. Desde hace unos afios se vienen aportando
pruebas de la existencia de una funcion excitadora por parte de estas neuronas. Por
el momento, se ha demostrado su capacidad de despolarizar y generar potenciales
de accion en las neuronas piramidales mediante distintas técnicas, aunque se
necesitan estudios mas amplios para conocer el papel que juegan las neuronas

candelabro en el control de la comunicacién neuronal.

Estas neuronas ademas, tienen una especial relevancia en distintas enfermedades
como la esquizofrenia y la epilepsia. Tanto los diferentes elementos de la
transmision GABAérgica (GAD65 y GAT-1), como el numero de neuronas
candelabro se ven afectados en estas enfermedades, resultando en una alteracion

de la funcién inhibidora normal.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

The Chandelier neuron is considered to be the most distinctive type of inhibitory
interneuron in the cerebral cortex. It is found in all layers of the cortex but is most
common in layers Il and Ill. Regarding morphology, their dendritic tree is quite
variable and can be bitufted, bipolar and even multipolar. But these neurons are well
known due to their characteristic axonal terminals (cartridges): These come from
different axonal branches and are vertically oriented, resembling the candlesticks of a
chandelier lamp. The terminal buttons innervate only the axon initial segments of
pyramidal neurons and, because of this, they were are also named "axo-axonic"

neurons.

They use GABA as a neurotransmitter and express GAD65 and GAD67 enzymes.
Along with GABAa receptors and chloride cotransporters (KCC2 and NKCC1)
regulation, provide their characteristic inhibitory function. Recent findings from
several studies indicate that these neurons play a different functional role: the
chandelier neurons may provide an excitatory effect on pyramidal neuron output.
Now, has been confirmed its ability to depolarize the pyramidal neuron axon and
promote firing action potentials through several techniques, but in the near future
would be required new studies to elucidate the role that chandelier neurons play in

controlling neuronal communication.

These neurons also have a special relevance in neuropsychiatric diseases such as
schizophrenia and epilepsy. Both elements of GABAergic transmission, GAD65 and
GAT-1, and the number of chandelier neurons are affected in these diseases,

resulting in a disruption of normal inhibitory function.

KEY WORDS

Chandelier neuron, GABA, KCC2, schizophrenia, epilepsy, GAD.



INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo de fin de grado es hacer una revisién de los datos que se
tienen de un tipo de neurona cortical muy peculiar, la neurona candelabro.
Estudiaremos su morfologia, distribucion y funcion, ademas de su implicacion en la
patologia neuropsiquiatrica. Antes de profundizar en esta neurona, e€s conveniente
tener alguna informacién sobre la corteza cerebral, y diferenciar los dos grandes
tipos de poblaciones neuronales corticales: las neuronas piramidales y las neuronas

no-piramidales o interneuronas, familia a la que pertenece la neurona candelabro.

ARQUITECTURA DEL NEOCORTEX

Cuando se estudia la corteza cerebral con la tinciéon de Nissl (violeta de cresilo) o
con hematoxilina-eosina se ve que la sustancia gris cortical estd organizada en
capas. La primera descripcion de las capas corticales fue realizada por Meynert en
1867, que concluyoé que existian cinco capas. Desde entonces hasta ahora, han

existido numerosas clasificaciones y denominaciones.

En la actualidad, una de las descripciones mas utilizada es la de Brodmann que
distingue, en general, seis capas o laminas numeradas desde la uno (capa mas
externa) a la seis (la mas profunda, adyacente a la sustancia blanca) y que
presentan diferencias en cuanto a la densidad celular y tipos celulares que incluyen
(Jones, 1984):

e Capa I. Plexiforme o molecular. Se caracteriza por tener una densidad celular
muy baja.

e Capa ll. Presenta una densidad muy elevada de células piramidales
pequenas.

e Capa lll. Se subdivide en dos sublaminas: una subcapa llla o superficial que
presenta neuronas piramidales pequefas, y una subcapa lllb o profunda que
esta poblada por neuronas piramidales grandes.

e Capa IV. Se caracteriza por presentar una elevada densidad de células
granulares que la diferencia de la capas Il y V adyacentes. Esta capa permite

dividir la corteza en capas supra- e infragranulares.



e Capa V. Presenta neuronas piramidales de tamafio medio y grande.
e Capa VI. Esta poblada por neuronas heterogéneas en su morfologia.
Contiene un gran numero de neuronas piramidales modificadas con

morfologia variable.

Fig. 1. Capas de la corteza cerebral. (Tomado de Ross y Pawlina, 2013)

TIPOS DE NEURONAS CORTICALES

El neocértex contiene dos clases de neuronas: las neuronas piramidales y las

neuronas no piramidales.

Neuronas piramidales

Las neuronas piramidales son las neuronas de proyeccion, que estan presentes en
todas las capas excepto la capa I, y son las mas abundantes (aproximadamente
entre 70-85% del total). En general son neuronas excitadoras y utilizan
habitualmente acido glutdmico como neurotransmisor. Dan lugar a la mayor parte
de las sinapsis excitadoras corticales (Jones, 1984; Lund, 1984; revisado en
DeFelipe y Farifias, 1992).



AREA 3B

Fig. 2. Dibujo de unas neuronas piramidales en diversas capas de la corteza cerebral somatosensorial del
mono. (Tomado de Jones, 1984)

Morfologicamente se caracterizan por la forma piramidal u ovoide de su soma del
gue surge la dendrita apical, que asciende hacia la superficie pial de la corteza, y, de
la base del soma surgen, radialmente, las dendritas basales (Ramon y Cajal, 1899).
La dendrita apical forma el penacho dendritico terminal que frecuentemente alcanza
la capa I, pero también puede acabar en capas inferiores, como ocurre con las
neuronas piramidales de la capa IV (Feldman, 1984). Toda la superficie de las
dendritas estd cubierta de espinas, excepto las 10-20 ym proximales (revisado en
Elston y DeFelipe, 2002). Las espinas dendriticas de las neuronas piramidales
representan el principal elemento postsinaptico de las sinapsis excitadoras en la
neocorteza, mientras que el tallo dendritico establece conexiones especialmente con
interneuronas inhibidoras. El axdén de la neurona piramidal, surge directamente
desde el soma o bien de la parte proximal de una dendrita basal. EI axon sigue un
curso descendente hacia la sustancia blanca emitiendo colaterales locales (DeFelipe
y Farifias, 1992).



Las neuronas piramidales de cada capa cortical participan en distintos circuitos
sinapticos y envian sus proyecciones a diferentes regiones del sistema nervioso
(Jones, 1984)

Neuronas no piramidales

Las neuronas no piramidales son interneuronas, y contactan con otras neuronas de
la misma zona de la corteza (Fairén et al., 1984). La mayoria de las neuronas no
piramidales utilizan GABA como neurotransmisor y son inhibidoras. Forman cerca
del 20-30% de todas las neuronas corticales (DeFelipe et al., 2002). La forma de las
neuronas no piramidales es heterogénea y eso hace que se distingan varios tipos
gue se describen a continuacion. Una de las neuronas no piramidales de la corteza

cerebral, la neurona candelabro, es objeto de esta revision y se describe aparte.

N. bipolar \ N. glliaformes

L

N. bipenachada N. en cesto

Fig. 3. Diversos tipos de neuronas no piramidales (Tomado de Peters y Jones, 1984)

Neuronas en cesto. El nombre de estas neuronas viene por la apariencia
semejante a una cesta de sus segmentos preterminales axonales alrededor del
soma de las neuronas diana. La descripcion inicial decia que eran células largas
multipolares con colaterales axonales largos horizontales (Ramon y Cajal, 1899).

Segun su morfologia somatodendritica, arborizacion axonal y expresion de las



proteinas unidas al Ca*? (parvalbimina y calbindina) y de neuropéptidos (Wang et al.,
2002), se dividen en varias clases: grandes, pequefias y las neuronas en cesto de
“nido” (Marin-Padilla, 1969; Wang et al.,, 2002). Estas células representan
aproximadamente la mitad de las neuronas inhibitorias en las capas corticales

supragranulares.

Neuronas de Martinotti. Estas se han encontrado en las capas II-1V, pero con
menos frecuencia que en la VI. Representan aproximadamente el 15% de la
poblacion neuronal. EI soma frecuentemente tiene forma ovoide o en huso, pero
también puede presentar otra morfologia (Ramon y Cajal, 1899; Gabbott y Bacon,
1996). Las dendritas tienen forma de penacho, y la mayoria de ellas se extiende
hasta capas infragranulares de la corteza. Su arborizacion dendritica es la mas
extensa de todas las interneuronas. Los contactos singpticos son simétricos y en
todas las capas de la corteza, la mayoria (70%) se localizan en los ejes dendriticos
de las neuronas piramidales o, con menor frecuencia, sobre las dendritas de otras

interneuronas.

Neuronas en “double-bouquet” (bipenachadas). Aparecen en las capas -V,
aunque preferentemente se distribuyen en las capas supragranulares.
Frecuentemente exhiben una morfologia dendritica en doble penacho. Los axones
son descendentes, orientados verticalmente y se arremolinan en fasciculos que
recuerdan a la “cola de caballo”. Estas neuronas inervan espinas dendriticas.
Participan en la inhibicion de la capa intermedia. Expresan calretinina y calbindina, y

a veces VIP (péptido intestinal vasoactivo) (Markram et al., 2004).

Neuronas bipolares. Son pequefias, con cuerpo ovoide o en huso, se encuentran
en las capas II-VI. Las dendritas bipolares se extienden superficialmente hasta la
capa | y profundamente hasta la capa VI.. Los axones y sus colaterales forman una
banda estrecha que atraviesa todas las capas. El nUmero de botones terminales es
bajo y solo contactan dendritas de unas pocas células, principalmente neuronas
piramidales. Las neuronas bipolares normalmente expresan calretinina y VIP;
pueden ser excitadoras (positivas a VIP) o inhibidoras (GABAérgicas) (Markram et
al., 2004).

Células neurogliaformes. Son pequefias con un soma redondeado que da lugar a

un vasto numero de dendritas pequefias que irradian formando una estructura
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esférica. Fueron descritas por primera vez por Ramoén y Cajal (1899) como células
“en tela de arafia”. Los axones son finos y densamente ramificados. Se han descrito
en todas las capas corticales (Kawaguchi y Kubota, 1997; Krimer et al., 2005).
Establecen sinapsis no solo unas con otras, sino con otros tipos de interneuronas en
el neocdrtex, como las neuronas en cesto y las candelabro (Simon et al, 2005).
Estas células forman sinapsis inhibidoras en las dendritas de las neuronas de

proyeccion. Parte de ellas expresan calbindina y NPY.

Neuronas de Cajal-Retzius: Tienen un soma ovoide con largas dendritas
horizontales y arborizaciones axonales que quedan restringidas a la capa I. Las
colaterales forman un denso plexo horizontalmente orientado en la capa |. Datos
recientes indican que estas células contienen altos niveles de glutamato, en
contraste con los estudios previos que afirmaban que podian ser GABAérgicas.
Ademas, expresan calretinina y con menor frecuencia, calbindina. Reciben
directamente sinapsis excitadoras desde el tAlamo. Sus axones parecen establecer
sinapsis con las dendritas apicales de las neuronas piramidales (Soriano y del Rio,
2005; Kirmse et al., 2007).

NEURONA CANDELABRO

El nombre de la neurona se debe al aspecto caracteristico que presenta su
arborizacion axonal. El axon estda muy ramificado y sus ramificaciones terminales,
paralelas entre si, son perpendiculares a la superficie cortical y semejan los brazos
de un candelabro. Cada ramificacién terminal presenta una serie de dilataciones que

son los botones sinapticos.

Fig. 4.

Dibujo de una neurona
candelabro impregnada
con el método de Golgi
enlacapall dela
corteza cerebral de la
rata (area 41). (Tomado
de Peters, 1984)

25 um



Las neuronas candelabro no fueron descritas por Ramoén y Cajal, y no seria hasta
1974, cuando Szentagothai y Arbib las descubriera en el cértex cingular del gato.
Posteriormente, Jones (1975) también visualizO unas neuronas de caracteristicas

similares en el cortex somatosensorial del mono, definiéndolas como “células tipo 1V”.

En un principio, Szentagothai (1975) creyo que contactaban con la dendrita apical de
las células piramidales. Mas tarde (Somogyi, 1977, 1979) haciendo estudios
ultraestructurales de neuronas candelabro tefiidas con la tincién de Golgi demostrd
gue contactaban exclusivamente con el segmento inicial del axén de las neuronas
piramidales, formando sinapsis simétricas (inhibidoras). Por eso las neuronas
candelabro también reciben el nombre de “neuronas axo-axénicas”. Las neuronas

candelabro no contactan con otras interneuronas.
Distribucién

Las neuronas candelabro se encuentran en todas las capas de la corteza, pero en
mayor numero en las capas Il/lll. Aunque originalmente se describieron en el
neocortex, también se han encontrado en otros sitios: la amigdala, el cortex piriforme,
el cortex entorrinal, subiculo, hipocampo y cortex cingular (Szentagothai y Arbib,
1974; Jones, 1975; Fairén y Valverde, 1980; Somogyi et al., 1982; Soriano et al.,
1990; Schmidt et al., 1993; Buhl et al., 1994; Gabbott y Bacon., 1996).

Origen y desarrollo

Mediante estudios de trasplante de distintas lineas de progenitores que expresan
Nkx2.1, se ha conocido que las neuronas candelabro se originan en la regién ventral
de la eminencia ganglionar medial en los ultimos estadios de la neurogénesis cortical
en el ratdn (Inan et al., 2012, 2014; Taniguchi et al., 2013).

Taniguchi et al. (2013) han observado la migracion de los precursores de las
neuronas candelabro desde la eminencia ganglionar medial. Los precursores migran
inicialmente a lo largo de la region periventricular hasta que alcanzan el cértex en el
nacimiento. Inicialmente, entran en la zona ventricular y luego invaden la placa
cortical, alcanzando la capa | en los primeros dias postnatales. Finalmente, estas
neuronas alcanzan su destino en la corteza entre los dias 3-7. En el dia 7, las
neuronas candelabro inmaduras forman un denso plexo en el borde de las capas Il y

I. Algunas de estas neuronas también son detectadas en la capa V. Alrededor del
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dia 20, la mayoria de las neuronas inmaduras muere y se forman las dendritas y la

caracteristica arborizacion axonal en las neuronas que sobreviven.

Morfologia

La mayor parte de los estudios que han permitido conocer la forma de las neuronas
candelabro se han llevado a cabo con la tincién de Golgi (Jones, 1975; Szentagothai,
1975; Somogyi, 1977; Fairén y Valverde, 1980; Peters et al., 1982; Somogyi et al.,
1982; DeFelipe et al., 1985; Kisvarday et al., 1986; Marin-Padilla, 1987; Lewis y Lund,
1990). Con esta técnica se ha visto que todas las neuronas candelabro tienen un
axén con un patrén de ramificacion similar, pero el arbol dendritico puede presentar

diversas formas.

Fig. 5. . Dibujo de una neurona candelabro
impregnada con el método de Golgi. (Tomado de
Somogyi et al., 1982)

Arbol dendritico

La mayoria de las neuronas candelabro presentan &rboles dendriticos orientados
radialmente (bipolares), bipenachados u ovalados emergiendo de un cuerpo celular
fusiforme. Otras tienen un arbol dendritico mas multipolar con las dendritas
emergiendo de manera mas aleatoria de la superficie un cuerpo redondeado. Las
dendritas de estas neuronas son lisas, aunque en algun caso pueden presentar

alguna espina (Peters, 1984).
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Las neuronas situadas en las capas superficiales tienen dendritas que puedan llegar
tan lejos como la porcion mas externa de la capa |, donde se disponen mas
tangencialmente, paralelas a la superficie de la piamadre, mientras que las dendritas
del penacho basal puede alcanzar la capa IV. Ademas, tal y como vieron Fairén y
Valverde (1980), el penacho ascendente de las dendritas es frecuentemente mas
abundante que el descendente, y este disparidad puede ser tan pronunciada que
resulta en una morfologia que recuerda a la célula en “forma de llama” descrita por
Szentagothai (1975).

Axon

Los axones de las neuronas candelabro en el cortex de la rata (Peters, 1982)
emergen directamente del cuerpo celular de una de las dendritas descendentes
primarias cercanas al soma. El tronco axonal mas grueso entonces desciende,
dando lugar a ramas colaterales que se extienden en angulos rectos del tronco
primario, y sigue ramificandose para producir un plexo abundante en la vecindad del

cuerpo celular.

En el cértex somatosensorial del mono (Jones, 1975) la disposicion del plexo axonal
depende de la localizaciéon del cuerpo celular primitivo. Asi, las neuronas candelabro
con soma en la capa Ill y IV tienden a tener axones ascendentes, mientras que
aguellas con soma en la capa Il y la parte mas superficial de la capa lll tienden a
tener axones descendentes, y neuronas en el medio de la capa lll tienen axones de
ambas clases en similar medida. Esta ultima disposicion del axon es también similar
a la mostrada en las neuronas candelabro de la capa IV del area visual secundaria

del cértex del mono.

En todos los casos, sin embargo, el plexo axonal da numerosas prolongaciones
axonicas, orientadas verticalmente, que asemejan a los brazos de un candelabro y
son tipicas de esta neurona. En la rata, cada “brazo” consiste en una prolongacion
de dilataciones axonales unidas por unas finas hebras, asi, estas dilataciones se
asemejan a un “collar de perlas”. Algunas de estas prolongaciones puede medir
unos 30 um de largo y los intervalos entre dilataciones sucesivas (“las perlas”) varia
entre 2 y 5 um, (Peters et al., 1982) con una media de 5 a 7 dilataciones en cada

prolongacion (Somogyi, 1977).

-12 -



El plexo axonal formado dentro de la vecindad del soma puede llegar a 200 um de
ancho. La profundidad que ocupa puede variar y en muchas preparaciones de Golgi
parece estar contenido dentro de un espacio cilindrico. Sin embargo, mas tarde
Fairén y Valverde (1980) concluyeron que realmente, las prolongaciones axonales

estan agregadas dentro de blogues estrechos del tejido cortical.

L () (b)

Fig. 6. (a) Fotografia de una neurona candelabro inmunotefiida con parvalbimina. (Tomada de DeFelipe et al.,
1989). (b) Neurona candelabro en la capa Il del area 17 del cértex visual de la rata impregnado con Golgi-
Kopsch. La neurona tiene dendritas que emergen preferentemente de las capas superior e inferior del cuerpo
celular, y algunas de las dendritas del penacho superior alcanzan la piamadre. El axén emerge desde la capa
mas baja del soma y forma los caracteristicos terminales axonales (flechas). (Tomada de Peters, 1984).

Los terminales axonales de las células candelabro establecen contacto sinaptico
exclusivamente con el segmento inicial del axén de las neuronas piramidales
vecinas (Peters, 1984). A veces las vesiculas singpticas se acumulan junto a una o
dos pequeias zonas activas, donde la hendidura entre las membranas pre y
postsinapticas es aproximadamente 20 nm de ancho y hay una leve acumulacion de
material denso asociado con la “cara” citoplasmatica de ambas membranas
sinapticas. En otras uniones, sin embargo, los zonas activas son mas extensas, asi
uno o dos zonas pueden ocupar mucha de la longitud de la interfaz entre las
membranas pre y postsinapticas.
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Fig. 7. Microfotografia electrénica de
terminales axénicos (At) de una
neurona candelabro marcada con oro
alineados a lo largo del segmento
inicial (is) del axén de una neurona
piramidal de la capa Il del cértex visual
de la rata. (Tomado de Peters, 1984)

Neurotransmisores

Las neuronas candelabro usan un neurotransmisor inhibidor, el GABA (GABA: acido
gamma-aminobutirico), y expresa las enzimas GAD65 (GAD: acido glutamico
decarboxilasa) y GAD67, que sintetizan GABA a partir del acido glutamico (Druga,
2009). La GAD67 esta distribuido por toda la célula mientras que la GAD65 se
localiza preferentemente en los terminales nerviosos. GAD67 sintetiza GABA para la
actividad neuronal no relacionada con la neurotransmision, como la sinaptogénesis.
Esta funcidon requiere una presencia ampliamente extendida del GABA. GADG65, sin
embargo, si que sintetiza GABA para la neurotransmisién. Existen diferencias en el
desarrollo de ambas enzimas, y esto refleja las propiedades funcionales de cada una.

Por un lado, GAD67 es necesaria durante todo el desarrollo de la funcidon celular
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normal, mientras que GAD65 no es necesaria hasta etapas mas tardias del
desarrollo, cuando la inhibicion singptica es més predominante (Pinal y Tobin, 1998).

El GABA, al actuar como neurotransmisor inhibidor, se acopla al receptor de una
neurona y reduce su nivel de actividad, haciendo menos probable el inicio del
potencial de accion. Los receptores GABA son de varios tipos; los ionotrépicos
(GABAA) y los metabotrépicos (GABAs y GABAC).

Los receptores GABAAa abren canales de cloro y son por lo tanto inhibidores de la
conduccion del impulso nervioso (Volk et al., 2002). Estos receptores estan
compuestos de subunidades pentaméricas, conocidas como a, B y y (Sieghart et al.,
1999). Ademas, las diferentes subunidades alfa del receptor GABAA tienen diferente
distribucion subcelular (Fritschy y Mohler, 1995). Por ejemplo, en las capas
superficiales del cértex humano, la subunidad a2 se encuentra de manera
predominante en el segmento inicial del axon de la neurona piramidal (Loup et al.,
1998). De hecho, aunque esta asociado con un 15% de todos los receptores GABAa
del cortex (Fritschy y Mohler, 1995), la subunidad a2 se ha encontrado en mas del
80% de las sinapsis inhibidoras en el segmento inicial del axén de la neurona
piramidal, en el hipocampo de la rata (Nusser et al., 1996; Nyiri et al., 2001). Los
receptores GABAAa que contienen la subunidad a2 tienen una mayor afinidad por el
GABA, tiempos de activacion rapidos y desactivacion mas lentos, que aquellos
receptores GABAAa que expresan la subunidad a1 (Levitan et al., 1988; Lavoie et al.,
1997). De este modo, los receptores GABAAa que contienen la subunidad a2 parecen
estar anatdmicamente y funcionalmente adaptados para mediar la accion inhibidora

del segmento inicial del axon de las neuronas piramidales.

El receptor GABAB es un receptor transmembrana unido a proteina G, que puede
abrir los canales de potasio mediante segundos mensajeros (Chen et al., 2005). La
apertura de los canales de potasio acaba hiperpolarizando la neurona. Esto previene
gue los canales de sodio dependientes de voltaje se abran y que sea menos
probable el disparo del potencial de accion. Es un receptor heterodimero compuesto
por dos subunidades: GABAg1 and GABA&2 (White et al., 1998).
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El receptor GABAc es también un canal de cloro operado por un ligando, el GABA
(Chebib y Johnston, 1999). Este receptor GABAc se considera como un tipo especial
de GABAAa (Barnard et al., 1998).

Ademas de proteinas relacionadas con la sintesis del GABA, las neuronas
candelabro estan asociadas con ciertas proteinas unidas a calcio como la
parvalbumina (PV), expresada en casi todas las neuronas axo-axonicas (DeFelipe et
al., 1989; Lewis y Lund, 1990; Schmidt et al., 1993; Condé et al., 1994; del Rio y
DeFelipe, 1994; Anderson et al., 1995) y la calbindina (Del Rio y DeFelipe, 1997). Ni
la parvalbumina ni la calbindina son proteinas especificas de las neuronas

candelabro, pues también son expresadas por otros tipos de neuronas.

Los terminales axonales de las neuronas candelabro han sido puestos de manifiesto
por la presencia del transportador del GABA GAT-1, que regula la duracion y eficacia
de la neurotransmision GABAérgica en la sinapsis (Jensen et al., 2003; Overstreet y
Westbrook, 2003), aunque el GAT-1 marca la mayor parte de los botones sinapticos
GABAérgicos, no solo los de las neuronas candelabro (DeFelipe y Gonzalez-Albo,
1998).

Funcién inhibidora de la neurona candelabro

Las neuronas candelabro son consideradas como las neuronas inhibidoras corticales

mas potentes.

El GABA liberado de los terminales presinapticos produce una hiperpolarizacién de
la membrana postsinaptica y, por tanto, un efecto inhibidor sobre los elementos
postsinapticos maduros (Druga, 2009). Este efecto inhibidor estd mediado por
receptores GABAa y modulado por los receptores presinapticos GABAs (Buhl, et al.,
1994). Como otras neuronas GABA corticales, el efecto del GABA liberado de los
terminales axonales de las neuronas candelabro es mediado por la unidon a los
receptores GABAAa postsinapticos, cuyo resultado es la apertura de los canales de
cloro (Druga, 2009). Asi, cuando los receptores GABAa son activados, los iones de
cloro fluyen al interior del segmento inicial de la neurona piramidal conforme al

gradiente existente, resultando en una hiperpolarizacion de la membrana, y una
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menor posibilidad del disparo del potencial de accion de la neurona piramidal. En el
cerebro adulto, el cotransportador cloro-potasio (KCC2) se encarga de sacar el cloro
de la neurona piramidal al espacio extracelular para alcanzar las concentraciones
intra- y extracelular de cloro previas al inicio de la activacion de la sinapsis
GABAérgica (Ben-Ari, 2002).
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Fig. 8. Esquema que representa el cotransportador de Na*-K*-2ClI- (NKCC1), el cotransportador de K*-CI-
(KCC2) y las coarrientes de cloro dependientes de voltaje, asi como los gradientes de los iones cloro. La
expresion de KCC2 predomina en las neuronas maduras y por eso la [Cl]ies baja. La activacion de los
receptores GABAa genera un flujo hacia dentro del cloro y una inhibicion de las neuronas adultas. [CLC2: canal
de cloro operado por voltaje; Eci: potencial inverso de cloro; RMP: potencial de reposo de membrana (Vrest);
VDCC: canal de calcio dependiente de voltaje.] (Tomado de Ben-Ari, 2002)

La funcion basica de este mecanismo es la supresiéon y modulacion de la actividad
de las neuronas piramidales corticales (Cherubini y Conti, 2001). La inhibicion
GABAérgica es necesaria para la normal funcion cortical, incluyendo la organizacion
de los campos receptores sensoriales, modulacion de la nitidez de sintonizacion de

frecuencia y actividades oscilatorias corticales.

Funcién excitadora de la neurona candelabro

Como hemos visto anteriormente, las neuronas candelabro han sido siempre
consideradas como las neuronas inhibidoras fundamentales de la corteza cerebral
gracias a la proximidad de sus contactos sinapticos GABAérgicos al sitio donde se

genera el potencial de accion en las neuronas piramidales.
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Sin embargo, algunos estudios muestran efectos excitadores del sistema
GABAérgico durante el desarrollo embrionario (Ben-Ari, 2002) y que las neuronas
candelabro, las mas caracteristicas de las células gabaérgicas corticales, pueden
provocar, ademas de una potente inhibicién, efectos despolarizantes sobre las

neuronas piramidales (Szabadics et al., 2006).

En fases tempranas del desarrollo posnatal del cerebro, el sistema GABAérgico
juega un papel excitador, un papel que cambia a lo largo del desarrollo hasta cumplir,
en el cerebro adulto, su conocida funcion inhibidora. Este cambio de funcion se
explica por los niveles de expresion de los dos transportadores transmembrana de
cloro: NKCC1 y KCC2. Al principio predomina la expresion del NKCC1 y por eso la
[CI]i es elevada, lo que hace que la apertura de los canales de cloro dependientes
del GABA conlleve una salida de cloro de la célula y por tanto una despolarizacion
de la membrana. Cuando, a lo largo del desarrollo embrionario, va predominando la
expresion del KCC2, este transportador extrae cloro de la célula y la [CI]i es baja, lo
gue hace que la apertura de los canales de cloro dependientes del GABA conlleve
una entrada de cloro en la célula y por tanto una hiperpolarizacion de la membrana

con el consiguiente efecto inhibidor en el cerebro adulto (Ben-Ari, 2002).
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Fig. 9. Esquema que representa el cotransportador de Na*-K*-2ClI- (NKCC1), el cotransportador de K*-CI-
(KCC2) y las corrientes de cloro dependientes de voltaje, asi como los gradientes de los iones cloro. Cuando, en
el cerebro inmaduro, predomina la expresion de NKCC1, la [CI]i es relativamente alta. La activacion de los
receptores GABAAa genera un flujo de salida de cloro y una excitacidn de las neuronas. [CLC2: canal de cloro
operado por voltaje; Eci: potencial inverso de cloro; RMP: potencial de reposo de membrana (Vrest); VDCC:
canal de calcio dependiente de voltaje.] (Tomado de Ben-Ari, 2002)
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El efecto despolarizador, y presuntamente excitador, de las neuronas candelabro
corticales se demostré al registrar la actividad de neuronas piramidales tras la
activacion de neuronas candelabro corticales de la capa lI-lll (Szabadics et al., 2006).
El efecto despolarizador se explicd por la existencia de una concentracion local
relativamente alta de cloro en el segmento inicial del axén debida a la relativa
escasez del cotransportador cloro-potasio (KCC2) en la membrana del segmento
inicial del axon Este cotransportador transporta cloro fuera de la neurona y produce
una baja [CI]i, asi que, cuando los receptores GABAa son activados y abren los
canales de cloro, los iones de cloro del espacio extracelular entran en la neurona y la
hiperpolarizan. Con una baja expresion de KCC2 en el segmento inicial del axon, el
cloruro se acumula intracelularmente y esta regidbn es mas propensa a la
despolarizacion cuando los receptores GABAa son activados. De hecho, la
despolarizacién mediada por las neuronas candelabro puede ser tan intensa que la

neurona piramidal puede generar un potencial de accién.

5ms |40 mV
axo-axonic cell

perforated pyr 1, 100 %
patch R e =
pyr2,37 % |2 my/

T Apyr2,63%
X |40 mV

axn—a‘xxnnic: cell 1 Py 2, single sweeps
X
| N

Fig. 10. Efecto despolarizante de las neuronas candelabro. (A) Reconstruccién de una neurona candelabro en
las capas II-lll del cortex de la rata. (B) Triple registro simultdneo de una neurona candelabro y dos neuronas
piramidales, en modo whole-cell patch. Cada potencial de accién de una neurona candelabro produjo potenciales
postsinapticos despolarizantes subumbrales en la neurona piramidal 1 (pyr 1) y provocé potenciales de accion
postsinapticos en la mayoria de los intentos en la neurona piramidal 2 (pyr 2). (Tomado de Szabadics et al.,
2006)
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Fig. 11. Excitacion GABAérgica. En el esquema se representan el soma y el axén de la neurona piramidal. El
soma neuronal tiene una baja [CI]i debido a la elevada expresién del KCC2 y la baja expresiéon del NKCC1. La
activacion del receptor GABAAa conduce a la hiperpolarizacién por la entrada de cloro a la célula. En el segmento
inicial del axdn, la expresién de los transportadores del cation cloro esta invertida y la [Cl]ies mas elevada,
favoreciendo la salida de cloro y la despolarizacién cuando se abre el canal GABAa. Los canales de sodio
NaV1.6 de bajo umbral pueden ser activados por la despolarizacién, aumentando el efecto excitador. (Tomado
de Woodruff et al., 2010)

La baja cantidad de KCC2 en la membrana del segmento inicial del axén se ha
demostrado por medio de su inmunolocalizacion con particulas de inmuno-oro y su
cuantificacion en las diversas zonas de la membrana celular de las neuronas

piramidales (Szabadics et al., 2006).

Fig. 12. Localizaciéon de inmunorreactividad de KCC2 en las capas Il/lll del cértex de la rata (izquierda) y del
humano (derecha). EI marcaje de KCC2 con particulas de oro (flechas) se han encontrado de manera
predominante en las membranas somaticas (s) y dendriticas (d) asi como en el citoplasma (cabeza de flechas).
Las particulas de oro (doble flecha) también estan unidas a la membrana del cono del axén (h), pero la densidad
de las particulas de oro (doble cabeza de flechas) desciende en el segmento inicial del axén (AlS). Evaluacién
cuantitativa de la distribucién inmuno-oro de KCC2 en los diferentes compartimentos subcelulares de neuronas
piramidales corticales. Las barras indican diferencias significativas (Diagrama en la imagen izquierda) (Tomado de
Szabadics et al., 2006).

-20-



A pesar de la controversia inicial generada por los resultados obtenidos por
Szabadics et al. (2006), otros grupos han aportado datos confirmandolos (Woodruff
et al., 2006; Molnar et al., 2008; Glickfeld et al., 2009; Woodruff et al., 2009). Aun
asi hay que tener cuidado a la hora de interpretar los resultados porque los
experimentos se llevan a cabo “in vitro” en cortes de cerebro y el dafio producido en
los axones al hacer los cortes puede provocar una sobreexpresion del transportador
NKCC1 y un infraexprexion del transportador KCC2 (Woodruff et al., 2010).

NEURONAS CANDELABRO Y ENFERMEDAD

El conocimiento de la actividad funcional de las neuronas candelabro corticales ha
permitido en los ultimos tiempos, relacionar ciertos procesos patoldgicos con el mal
funcionamiento de estas neuronas. Las dos enfermedades relacionadas con la

disfuncion de las neuronas candelabro son la esquizofrenia y la epilepsia.

Neuronas candelabro y esquizofrenia

La esquizofrenia conlleva una disminucion del volumen cerebral, aumento de
volumen del sistema ventricular, al igual que cambios en la poblacién neuronal.
Segun los resultados obtenidos en distintos trabajos, la disfuncion que afecta al
cortex prefrontal parece ser caracteristica de la esquizofrenia. Por eso se ha
estudiado en profundidad la existencia de cambios estructurales y funcionales de las
areas prefrontales. Tambiedn los cambios en las neuronas GABAérgicas del cortex

frontal han sido frecuentemente analizados (Druga, 2009).

Se han analizado los cambios de densidad de las neuronas inmunorreactivas a
parvalbumina, que abarcan cerca del 25% de las neuronas GABA en el cortex
prefrontal dorsolateral de los primates. En autopsias realizadas a pacientes
esquizofrénicos se observo una reduccion de éstas en la capa IV de las areas 9, 10
y 46 del cortex frontal y en el hipocampo. También se hallé6 un descenso en la
densidad de las neuronas inmunorreactivas a calbindina en la capa Il del cortex. Por
el contrario, muchos de los estudios realizados afirman que las neuronas
inmunorreactivas a calretinina no se encuentran afectadas (Lewis y Moghaddam,

2006). Se ha sugerido que los déficits GABAérgicos encontrados en la esquizofrenia
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podrian representar una alteracion del desarrollo que resultara en una disfuncion

neuronal y el consecuente desarrollo de la enfermedad (Volk et al., 2000).

Alteraciones en la neurotransmisién GABAérgica

En estudios recientes postmortem de pacientes con esquizofrenia se evidencid una
disminucién en la sintesis y recaptacion del GABA, ademas de un aumento en la

union de los receptores GABAA en el neocortex (revisado por Lewis, 2011).

Mediante distintas técnicas, como la PCR o la hibridacion in situ, se ha encontrado
niveles reducidos de la transcripcion para GAD67 en el cortex prefrontal dorsolateral
de estos pacientes (Akbarian et al., 1995; Duncan et al., 2010; Guidotti et al., 2000;
Hashimoto et al., 2008; Volk et al., 2000).

Cabe subrayar que el déficit de la expresion de mRNA GADG67 no esta restringido
exclusivamente al cértex prefrontal dorsolateral. Diversos estudios han encontrado
niveles reducidos de GAD67 también en el cortex cingular anterior, cortex motor
primario y cértex visual primario en los sujetos con esquizofrenia (Hashimoto et al,
2008), sugiriendo que la sintesis de GABA se altera de manera similar en diferentes
regiones neocorticales que difieren claramente en su citoarquitectura, conectividad y
funcién. Estos hallazgos se compararon con otros sujetos, observandose el mismo

déficit. (Impagnatiello et al., 1998; Thompson et al., 2009).

A nivel celular, no se detectd expresion del mMRNA GAD67 en un 20-25% de las
neuronas GABA de las capas II-V del cortex prefrontal dorsolateral en los sujetos
con esquizofrenia, pero las neuronas GABA restantes exhibian niveles normales del
MRNA GAD67. Ademas, los niveles de mRNA para el transportador de membrana
GABA (GAT-1) se hallaron también disminuidos en un numero similar de las
neuronas GABA (Volk et al., 2001). Esto sugiere que tanto la sintesis como la
recaptacion del GABA esta disminuida en una poblacion de neurons del cortex

prefrontal en la esquizofrenia.
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Afectacién de las neuronas candelabro

Como hemos explicado anteriormente, las neuronas inmunorreactivas a
parvalbiumina se ven afectadas en la esquizofrenia, entre ellas las neuronas
candelabro. Segun un estudio, en individuos con esquizofrenia el nivel de expresion
de mRNA de parvalbumina se encuentra disminuido en las capas llI-1V, aunque el
namero de neuronas inmunorreactivas a parvalbumina parece mantenerse intacto
(Woo et al., 1997). Ademas, en el 50% de las neuronas que contienen parvalbumina
presentaban no se detecta mMRNA GADG67. Por el contrario, el 50% de las neuronas
GABA en el cortex prefrontal dorsolateral del primate que expresaban calretinina

parece no verse afectado en la enfermedad (Revisado por Lewis, 2011).

En el cortex prefrontal dorsolateral de pacientes esquizofrénicos, la
inmunorreactividad de GAT-1 parece verse preferentemente reducida en los
terminales axonales de las neuronas candelabro (Woo et al., 1998). En el segmento
inicial del axdn de las neuronas piramidales, la inmunorreactividad de la subunidad
a2 (presente en la mayoria de los receptores GABAa en el segmento inicial del axén
(Nusser et al., 1996) esta especialmente aumentada en la enfermedad (Volk et al.,
2002). Estos cambios parecen ser especificos del trastorno porque no han sido
encontrados en sujetos con otras alteraciones psiquiatricas 0 en monos que han sido
tratados con antipsicoéticos de forma prolongada (Hashimoto et al., 2003; Volk et al.,
2000; Volk et al, 2001; Volk et al, 2002).

Los cambios pre y postsinapticos de la inmunorreactividad en GAT-1 y en la
subunidad a2 del GABAA estan inversamente correlacionadas, sugiriendo que indica
el grado de alteracion en la neurotransmision GABA en la entrada de las neuronas
candelabro hacia las neuronas piramidales. Segun estos resultados, se sugiere que
las reducciones en los marcadores GABA presinapticos (GAT-1 y parvalbumina) y el
aumento de los receptores GABAa postsinapticos podrian resultar respuestas
compensadoras al déficit de liberacion del GABA de las neuronas candelabro (Volk
et al., 2002).
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Alteraciones en el segmento inicial del axén de la neurona piramidal

Existen otros procesos que afectan a la neurotransmision GABA en el segmento
inicial del axén de la neurona piramidal en la esquizofrenia. Ademas de las
alteraciones ocurridas en los marcadores pre- Yy postsinapticos de la
neurotransmision, hay cambios en proteinas que regulan la estructura sinaptica y el
conjunto de canales iénicos en el segmento inicial del axén de la neurona piramidal
(Cruz et al., 2009).

Las proteinas de membrana ankirina-G 480- y 270-kDa, y BIV espectrina, esta ultima
a través de su interaccion directa con la ankirina-G, se localizan en el segmento
inicial del axdn de las neuronas piramidales corticales, especialmente en las capas
[I-VI, en el cortex prefrontal dorsolateral humano. Son un componente importante en
el mantenimiento de la estructura de la membrana y en su organizaciéon molecular,

asi como en la estabilidad del segmento inicial del axén (Cruz et al., 2009).

La densidad de la inmunorreactividad a ankirina-G en el segmento inicial del axén
estaba significativamente disminuida en las capas II-lll del cortex prefrontal
dorsolateral de sujetos con esquizofrenia. Sin embargo, la densidad de
inmunorreactividad a ankirina-G de las capas V-VI no presenté cambios respecto al
grupo control. Dado que la ankirina-G es esencial para el anclaje de los canales de
sodio al segmento inicial del axén, la esquizofrenia puede estar asociada con un
namero menor de canales de sodio en el segmento inicial del ax6n y una
disminucion de la capacidad de las neuronas piramidales de las capas II-lll para

generar potenciales de accion (Cruz et al., 2009).

La especificidad laminar de las alteraciones de la inmunorreactividad a ankirina-G en
el segmento inicial del axén en la esquizofrenia concuerda con los cambios en la
inmunorreactividad a GAT-1 de los terminales axonales de las neuronas candelabro
y la inmunorreactividad a la subunidad a2 de los receptores GABAa del segmento
inicial del axon (Volk et al., 2002),

Las densidades de la inmunorreactividad del segmento inicial del axon para ankirina-
G (Cruz et al., 2009) y para la subunidad a2 del receptor GABAA (Volk et al., 2002)
en las capas superficiales tenian una importante correlacion inversa en sujetos

esquizofrénicos, pero no en los sujetos controles, sugiriendo que existe un factor
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comun que puede contribuir a estos cambios tanto en la ankirina-G como en la
subunidad a2 de los receptores GABAa en las capas IlI-lll del cortex prefrontal
dorsolateral de sujetos con esquizofrenia. Por lo que, si la inervacion GABAérgica es
necesaria para la localizacion de la ankirina-G y la formacion del segmento inicial del
axén (Hedstrom et al.,, 2008), entonces una disminucién de la neurotransmision
GABA por parte de las neuronas candelabro (por déficit de la expresion de GAD67)
al segmento inicial del axén de las neuronas piramidales podria reflejarse en un
descenso de ankirina-G y un aumento compensador de los receptores GABAa

contenedores de subunidad a2 (revisado por Lewis, 2011).

Neuronas candelabro y epilepsia

Debido a que las neuronas piramidales son la fuente principal de los axones
corticales eferentes y de las colaterales intracorticales, son responsables de difundir
la actividad epileptiforme. Esto hace a las neuronas candelabro particularmente
relevantes en la epilepsia, tal y como fue propuesto originalmente por Somogyi et al.
(1982).

Muchas hipétesis explican que el substrato morfolégico de la epilepsia del |6bulo
temporal esta basado en alteraciones del sistema neuronal cortical glutamaérgico
(excitador) y GABAérgico (inhibidor). En ciertos experimentos con animales
epilépticos se ha visto que en el neocértex epileptégeno hay una pérdida preferente
de neuronas GABAérgicas: Las neuronas en cesto y las neuronas candelabro
(Marco et al.,, 1996; Marco y DeFelipe, 1997). La pérdida inhibidora en el foco
epiléptico podria ser la causa de la actividad epiléptica.

Con el objetivo de identificar la pérdida de neuronas GABAérgicas en pacientes
epilépticos, se realizaron experimentos para detectar la parvalbumina con técnicas
inmunocitoquimicas (DeFelipe, 1999). La disminucion aparentemente afectaba
siempre a los terminales axonales de las neuronas candelabro y, en mayor o menor
medida, a otros tipos de neuronas inmunorreactivas a parvalbumina, como los
terminales axonales de las neuronas en cesto. En un primer momento no se vieron
cambios en la inmunotincion, pero mediante una inspeccion mas precisa en el

neocortex temporal epileptdgeno se observdé una disminucion e incluso “ausencia’
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de los terminales axonales de las neuronas candelabro, mientras que en otras
regiones del cértex, todas las neuronas inmunorreactivas a parvalbumina, incluidas
las neuronas candelabro parecian verse afectado en distintos grados. Estos
hallazgos indican que la inhibicion perisomatica ejercida por las neuronas en cesto y
la axo-axdnica ejercida por las neuronas candelabro pueden verse seriamente
afectadas en el neocortex epiléptico (Marco et al., 1996, 1997). Otro hallazgo fue un
elevado descenso de neuronas inmunorreactivas a parvalbumina en zonas no-

malformadas del neocortex temporal (Zamecnik et al., 2006)

En un modelo de estado epiléptico se utilizé un agente convulsionante, la pilocarpina
(induce una fase aguda de estado epiléptico caracterizado por crisis tonico-clénicas
gue no ceden espontdneamente) en las areas neocorticales, y se observé un
descenso difuso de inmunorreactividad a parvalbumina, GAD65 y GAT-1.
Posteriormente se describio ademas un descenso en la inmunotincion de
parvalbumina neocortical en crisis no-convulsivas. La degeneracion neuronal
inducida por estatus epilépticos en distintas &reas del neocértex fue también
demostrado en animales inmaduros. (revisado por Druga, 2009).
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