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Resumen

Dinamina-2 es una GTP-asa que se expresa ubicuamente en distintos tejidos y que regula el
remodelamiento de membranas, controlando procesos como la endocitosis, la exocitosis y el
trafico intracelular. Dinamina-2 ademéas modula la organizacién y dindmica del citoesqueleto de
actina en distintos tipos celulares. Mutaciones en dinamina-2 causan una forma autosémica
dominante de miopatia centronuclear (MCN), un trastorno neuromuscular congénito raro
caracterizado por debilidad progresiva y atrofia de los musculos esqueléticos distales. Aunque las
mutaciones en dinamina-2 causantes de MCN producen primariamente una enfermedad
muscular, reportes clinicos que describen defectos cognitivos en pacientes con MCN sugieren
ademas alteraciones en el sistema nervioso central. En esta tesis utilizamos como modelo
experimental un raton portador de la mutacion p.R465W en dinamina-2, la que méas cominmente
causa MCN, y evaluamos como esa mutacion afecta la transmision y la plasticidad sinaptica
excitatoria y la funcion cognitiva en ratones modelo de MCN. Especificamente, la transmision
sinaptica excitatoria basal se evalud en rebanadas hipocampales mediante un protocolo de
entrada-salida, mientras que para el analisis del proceso de plasticidad sinaptica se utiliz6 un
protocolo de estimulacion de alta frecuencia (TBS) y uno de baja frecuencia (LFS), capaz de
inducir potenciacion a largo plazo (LTP) y depresion a largo plazo (LTD) de la respuesta
sinaptica, respectivamente. Nuestros resultados muestran que la mutacion p.R465W afecta la
funcién de dinamina-2 en las sinapsis excitatorias hipocampales, conduciendo a un deterioro de
la transmision sinaptica basal. Adicionalmente, observamos un deterioro de la capacidad de
induccion y mantencion tanto de la LTP como de la LTD en ratones portadores de la mutacion

p.R465W. Por otro lado, la funcion cognitiva se evalu6 mediante la aplicacion de dos pruebas



conductuales: Barnes maze (BM) y Novel object recognition (NOR). Ratones portadores de la
mutacién p.R465W en dinamina-2 mostraron defectos en el aprendizaje y en la memoria espacial
y de reconocimiento, congruente con defectos sinépticos a nivel hipocampal y posiblemente
también a nivel cortical en el modelo de MCN.

Este estudio podria tener implicaciones valiosas para comprender mejor el papel de dinamina-2
en la transmision sindptica excitatoria y en la neuroplasticidad y para entender el porqué de los

defectos del aprendizaje que se manifiestan tempranamente en pacientes con MCN.
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Introduccion

Dinamina y su papel en el sistema nervioso central.

Las proteinas de la superfamilia de Dinaminas (DSP) son mecano-enzimas con actividad GTP-
asa que catalizan la remodelacion de membranas (Antonny et al., 2016; S. M. Ferguson & De
Camilli, 2012; Gonzalez-Jamett et al., 2014a; Gonzalez-Jamett, Momboisse, Haro-Acufa, et al.,
2013; Singh et al., 2017) participando de diferentes procesos que incluyen endocitosis mediada
por clatrina (CME) (Damke et al., 1994; Loerke et al., 2009; Rappoport & Simon, 2003;
Warnock & Schmid, 1996), internalizacion caveolar (J. R. Henley et al., 1998), exocitosis
(Gonzélez-Jamett et al., 2010; Gonzélez-Jamett, Momboisse, Guerra, et al., 2013; Kroll et al.,
2015), reciclaje endosomal (Nicoziani et al., 2000), transporte de vesiculas secretoras desde la red
del trans-golgi (TNG) hacia la membrana plasmaética (Jones et al., 1998; Kreitzer et al., 2000) y
fusion y fision de mitocondrias (Chappie et al., 2011) entre otras. Ademas, las DSPs participan en
procesos independientes de la remodelacion de membranas, como la regulacion de la dindmica
del citoesqueleto de actina (Gonzalez-Jamett et al., 2014b; Gonzalez-Jamett, Guerra, et al., 2017,
Gu et al., 2010; Mooren et al., 2009; R. Zhang et al., 2020) y de microtdbulos (Hamao et al.,
2009; Ishida et al., 2011; Maeda et al., 1992). Entre las DSPs se cuentan proteinas tipo dinamina
y dinaminas clasicas (Arriagada-Diaz et al., 2020).

En mamiferos, las dinaminas clasicas estan codificadas por tres genes: DNM1, DNM2 y DNM3
localizados en los cromosomas 9 (Klocke et al., 1997), 19 (Zuchner et al., 2005) y 1 (Noakes et
al., 1999), respectivamente. De las tres isoformas de dinamina, solo dinamina-2 se expresa
ubicuamente en distintos tejidos y ha demostrado ser critica durante el desarrollo embrionario
(Koutsopoulos et al., 2011). De hecho, mientras la ausencia de dinamina-1 y dinamina-3 puede

ser compensada por las otras isoformas (Raimondi et al., 2011) el knock-out de dinamina-2 es



incompatible con la vida (S. Ferguson et al., 2009) lo que deja de manifiesto la importancia de
dinamina-2 en los tejidos donde se expresa.

En el sistema nervioso central, dinamina-2 se expresa tanto en la pre-sindpsis como en la post-
sinapsis, desde donde participa en la modulacion de la transmision sinaptica (Arriagada-Diaz et
al., 2020; Gonzalez-Jamett et al., 2014). A nivel post-sinaptico, dinamina-2 se encuentra en
mayor proporcion (P. M. Okamoto et al., 2001) y se ha visto que juega un rol importante
controlando el nimero de receptores disponibles en la membrana plasmética. En esta linea se ha
sugerido que dinamina-2 participa en el reciclaje de receptores ionotrépicos de glutamato,
principales moduladores de la transmision sinaptica excitatoria en el cerebro mamifero. Carroll y
colaboradores en el afio 1999 demostraron que la inhibicion de la actividad GTP-asa de
dinamina-2, mediante la expresion de la mutante dominante negativa K44A, incapaz de unir e
hidrolizar GTP, interrumpe la CME de los receptores glutamatérgicos tipo acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) en neuronas hipocampales en cultivo (Carroll et
al., 1999). Esto ultimo sugiere que dinamina-2 juega un importante rol en las sinapsis

excitatorias controlando la densidad de AMPAR en la superficie celular.

Dinamina-2 como potencial modulador del trafico de AMPAR y de la transmision y plasticidad
sinaptica excitatoria.

El trafico de AMPAR hacia o desde las densidades post-sinapticas (PSDs) en espinas dendriticas,
es uno de los principales mecanismos regulatorios que nos permiten comprender cambios en la
eficacia de la transmisién sindptica, fendmeno que posteriormente constituye un proceso
dindmico, llamado plasticidad sinaptica (PS). La PS ha demostrado ser la base de funciones
cerebrales superiores como, la memoria y el aprendizaje (Anggono & Huganir, 2012; J. M.

Henley et al., 2011). En general, un aumento en la insercion de AMPAR en las sinapsis se



correlaciona con la induccion de una potenciacion a largo plazo (LTP) de la eficacia sinéptica,
mientras que la remocion de AMPAR desde las PSDs conduce a una depresion a largo plazo
(LTD) de la misma (Anggono & Huganir, 2012).

La induccion de LTP o LTD en sinapsis excitatorias, esta determinada por el patrén de actividad
de las neuronas pre-sinapticas y la cinética y magnitudes del influjo de Ca?* intracelular a través
de la activaciéon del receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDAR) en la membrana
post-sinaptica (Bliss & Cooke, 2011; Liuscher & Malenka, 2012). Diferentes patrones en la sefial
del Ca®* en las neuronas post-sinapticas activan diferentes cascadas de sefializacion intracelular
que modulan selectivamente la direccionalidad de la PS. La activaciéon de kinasas y fosfatasas
dependientes de Ca®* determina la fosforilacion/desfosforilacion de diversas moléculas que
participan en la induccion y mantencion de la PS. Con respecto a esto, AMPAR es un sustrato
clave, en el que la fosforilacion de su subunidad GIuR1 es una sefial que favorece el trafico de los
receptores hacia la membrana superficial. Este aumento en la densidad de AMPAR en las PSDs,
genera un cambio en la eficacia sinaptica, lo que se observa como una potenciacién de la fuerza
de dichas sinapsis. En cambio, la desfosforilacion de GIuR1 favorece la internalizacion de
AMPAR y consecuentemente determina la depresion de la fuerza sinaptica (Lee, 2006). La
internalizacion de AMPAR durante la LTD involucra la endocitosis del receptor a través de CME
mediada por dinamina-2 (Carroll et al., 1999) en zonas endociticas (EZ) adyacentes a las PSDs
(J. Lu et al., 2007). Dinamina-2 dirige la internalizacion de AMPAR al interactuar a través de su
dominio PH con la proteina Arc / Ag3.1 (Chowdhury et al., 2006) la que a su vez aumenta la
actividad GTP-asa de la dinamina-2 (Byers et al., 2015). A partir de las EZ, los AMPAR se
someten a procesos de clasificacion endosomal que pueden llevarlos a una via de degradacion
lisosomal a través de endosomas tardios o de regreso a la membrana plasmatica a través de

endosomas de reciclaje (RE) (Ehlers, 2000; Park et al., 2004). En respuesta a altas frecuencias de



actividad sinaptica, los RE se mueven hacia las espinas dendriticas, lo que promueve la insercion
local de AMPAR en las PSDs (Park et al., 2006). Interesantemente, se ha sugerido que la
participacion de dinamina-2 en el trafico de AMPAR parece depender de la actividad neuronal.
En este sentido, estudios sugieren que la internalizacion y el reciclaje constitutivo de AMPAR en
neuronas del hipocampo no requieren ni de CME ni de la actividad GTP-asa de las dinaminas
(Fujii et al., 2017; Glebov et al., 2015). Sin embargo, la induccion de LTD mediante el uso de
pulsos de estimulacion de baja frecuencia se ve significativamente afectada por la inhibicién
farmacoldgica de la actividad GTP-asa de las dinaminas (Fujii et al., 2017; Glebov et al., 2015;
Man et al., 2000) confirmando asi que estas mecano-enzimas participan en el trafico de AMPAR
bajo patrones especificos de actividad sinéptica. En esta misma linea, en el afio 2015, Zheng y sus
colaboradores demostraron que los AMPAR se reciclan de forma independiente de la actividad
de dinaminas en ausencia de estimulacion sinaptica, pero que en respuesta a la induccién quimica
de LTP el reciclaje de AMPAR se afecta en presencia de dynasore, un bloqueador de la actividad
GTP-asa de las dinaminas (Zheng et al., 2015). Esto ultimo, fuertemente sugiere que bajo
actividad neuronal, la actividad catalitica de las dinaminas es un regulador clave del trafico
de AMPAR vy de los mecanismos sinapticos que dependen de él. Respecto de la insercion de
AMPAR en las PSDs, algunos informes sugieren que ésta procede via una exocitosis directa del
receptor en las PSDs durante la LTP (Gerges et al., 2006; Kopec et al., 2006). Sin embargo, la
mayoria de las evidencias sugieren que la insercion de AMPAR en la post-sinapsis ocurre
primero extra-sinapticamente en el eje dendritico, seguido de una difusion lateral desde el eje
dendritico hacia las espinas (Ashby et al., 2004; Groc et al., 2004; Yudowski et al., 2007). En
2009, Jaskolski y sus colaboradores informaron que la interrupcion de la actividad GTP-asa de
dinamina-2 con dynasore o con el mutante dominante negativo K44A inhibe la difusion lateral de

AMPAR desde el eje dendritico a las espinas (Jaskolski et al., 2009). Esto ultimo, sugiere que

10



dinamina-2, ademas de su rol en la internalizacion y reciclaje de AMPAR, también podria jugar
un importante rol en la insercién de AMPAR en las PSDs (Jaskolski et al., 2009). Ademés, como
dinamina-2 participa activamente en las vias de reciclaje endosomal (Nicoziani et al., 2000; Van
Dam & Stoorvogel, 2002) también podria regular el direccionamiento de AMPAR a las PSDs a

través de la modulacion de la exocitosis desde los REs, aunque esto es aun poco claro (Figura 1).

Figura 1. Rutas del trafico de AMPAR en la densidad postsinaptica. Los AMPAR se ensamblan en el reticulo
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endoplasmico y el aparato de Golgi (en el somay en dendritas), desde donde trafican hacia la espina y a la densidad
post-sinaptica de un modo dependiente de la red de microtdbulos y del citoesqueleto de actina. Una vez alli los
AMPARSs estan sujetos a un reciclaje constitutivo via endosomas. La internalizacion de los receptores mediante
endocitosis mediada por clatrina requiere de la actividad GTP-asa de dinamina-2. Una vez endocitados, los AMPAR

pueden volver a la membrana plasmética a través de los endosomas de reciclaje o ser enviados a degradacion
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lisosomal via endosomas tardios. En todos estos estadios podria participar dinamina-2 y son potenciales puntos
defectuosos en tejidos donde se expresan las mutaciones causantes de MCN. Un trafico de AMPAR aberrante podria
llevar a defectos en la plasticidad sinaptica y consecuentemente a alteraciones en el aprendizaje y la memoria. Los
procesos destacados en los rectangulos rojos son potenciales sitios de accién de dinamina 2 que podrian verse
afectados por las mutaciones causantes de MCN impactando finalmente en la disponibilidad de los receptores en las

densidades postsinapticas. (Figura adaptada de Anggono y Huganir, 2012).

Mutaciones en dinamina-2 y Miopatia Centronuclear (MCN)

Dinamina-2 y todas las dinaminas clésicas estan compuestas por cinco dominios conservados: un
dominio G (GD) catalitico capaz de unir e hidrolizar GTP ubicado en la porcion amino-terminal,
un dominio medio requerido para el auto-ensamblaje de dinamina (MD), un dominio de
homologia a pleckstrinas (PHD) capaz de unir fosfoinositidos, un dominio efector de la actividad
GTPasa (GED) y un dominio rico en prolinas y argininas (PRD) ubicado en el carboxi-terminal
que se une a proteinas que contienen dominios SH3 (Arriagada-Diaz et al., 2020; S. M. Ferguson
& De Camilli, 2012; Gonzalez-Jamett et al., 2014a; Gonzélez-Jamett, Momboisse, Haro-Acufia,
et al., 2013; Praefcke & McMahon, 2004) (Figura 2A). Tres hélices localizadas sobre el N-y C-
terminal del GD junto con una hélice del C-terminal del GED forman el bundle signaling element
(BSE) (Chappie et al., 2009). Hélices del MD vy la porcion amino-terminal de GED constituyen la
region stalk (Antonny et al., 2016; Arriagada-Diaz et al., 2020; Chappie et al., 2009) (Fig. 2A).
El BSE parece detectar y generar cambios conformacionales dependientes de la hidrolisis de GTP
desde el GD a la regidn stalk, controlando la actividad catalitica de las dinaminas (Chappie et al.,
2009). A su vez, dependiendo de la informacion recibida desde el BSE, la region stalk regula la
oligomerizacion de dinamina (Wenger et al., 2013). En este sentido, la region stalk de los
monomeros vecinos interactlan en una extensa interfase (interfase 2) formando un dimero en

forma de cruz con sus GD asociados a un lado de la cruz y PHD vinculados al otro lado (Chappie
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et al., 2011; Faelber et al., 2011) (Figura 2B). En ausencia de lipidos, las dinaminas existen
predominantemente como tetrameros, que también son estabilizados a través de la interaccion de
sus regiones stalk (interfases 1 y 3). Mientras la interfase 1 esta en el apice de la region stalk,
interactuando proximal al GD y al BSE, la interfase 3 se encuentra en el extremo proximo a la
region stalk mirando hacia la membrana distal (Chappie et al., 2011; Faelber et al., 2011; Ford et
al., 2011; Kong et al., 2018) (Figura 2B). En presencia de lipidos, las dinaminas forman
estructuras de alto orden en forma de hélices y anillos (Hinshaw & Schmid, 1995), los cuales
aumentan la actividad GTP-asa de las dinaminas hasta 100 veces (Warnock & Schmid, 1996)
favoreciendo la escision y la tubulacion de membranas (Antonny et al., 2016).

Mutaciones heterocigoticas localizadas en los dominios medio y PH del gen DNM2 causan
miopatia centro nuclear (MCN) (Bitoun et al., 2005), un trastorno neuromuscular raro que se
manifiesta clinicamente por mialgia, fatigabilidad, debilidad y atrofia progresiva de los musculos
distales (Bitoun et al., 2005; Durieux, Prudhon, et al., 2010; Fischer et al., 2006; Jeannet et al.,
2004). La mayoria de estas mutaciones ha demostrado aumentar la oligomerizacion de dinamina
y la actividad GTP-asa basal en experimentos in vitro (Kenniston & Lemmon, 2010; Wang et al.,
2010) aunque en el contexto celular ain no es del todo claro el efecto de las mutaciones causantes
de MCN sobre las actividad catalitica de dinamina-2. En el afio 2020, Hinostroza y su equipo de
trabajo utilizando simuladores de dindmica molecular demostraron que la sustitucién de una
arginina (R) por un triptéfano (W) en la posicion 465, la mutacion mas comun causante de MCN,
provoca cambios en la interaccion de aminoacidos vecinos que se propagan a través del
oligbmero de dinamina-2. Estas nuevas interacciones perturban el contacto entre los monémeros
y favorecen una conformacion mas “extendida” del BSE, repercutiendo en el auto-ensamblaje y
en el funcionamiento de dinamina-2, y afectando su forma de conformar estructuras de mayor

complejidad como hélices y anillos (Hinostroza et al., 2020).
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Aungue la MCN esté descrita intrinsecamente como un trastorno de la musculatura esquelética,
varios reportes clinicos describen deficiencias cognitivas manifestadas como discapacidades
del aprendizaje y coeficiente intelectual limitado (Echaniz-Laguna et al., 2007; Fischer et
al., 2006; Jeannet et al., 2004) en los pacientes con MCN. Sin embargo, la relevancia de estas
observaciones y los mecanismos subyacentes a una posible patologia central en pacientes con
MCN nunca se han estudiado.

Considerando el potencial rol de dinamina-2 en el trafico de receptores AMPA hacia y desde las
PSDs es factible suponer que éste es un mecanismo afectado en sinapsis centrales de pacientes
con MCN lo que podria desencadenar defectos en la transmision y plasticidad sinaptica

excitatoria y explicar, al menos en parte, las alteraciones cognitivas observadas en esos pacientes.
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CLASSICAL DYNAMINS

BSE GDOMAIN BSE STALK PH  STALK BSE PRD

GTPASE DOMAIN MIDDLE DOMAIN PH GED PRD
B
DIMER TETRAMER
GTPASE BSE "’
DOMAIN :
STALK DIMER
PH DOMAIN
MEMBRANE

Figura 2. Organizacion estructural y funcional de Dinamina-2. A) Dinamina-2 estd compuesta por 5 dominios
altamente conservados, un Dominio (GD) que une e hidroliza GTP, un dominio medio (MD) estructural necesario
para el auto-ensamblaje de dinamina y que se ha descrito también une actina, un dominio de homologia a
pleckstrina (PHD) que se une a fosfolipidos, un dominio efector de su actividad GTP-asa (GED) y un dominio
rico en prolinas y argininas (PRD) que une moléculas con dominio SH3. La mutacién p.R465W causante de MCN
esta localizada en el dominio medio de dinamina-2, B) Representacién esquematica de dimeros y tetrdmeros que
muestran las interfaces necesarias para la oligomerizacion de dinamina-2 (Figura adaptada de Arriagada-Diaz et al.,

2020).
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Pregunta de investigacion

Considerando la evidencia anterior es posible suponer que en condiciones patoldgicas en las que
la actividad de dinamina-2 est afectada, el tr&fico de AMPAR y consecuentemente la
transmision y plasticidad sinaptica excitatoria también podrian verse afectados. De hecho,
resultados previos de nuestro laboratorio muestran que la inhibicion farmacoldgica de la
actividad GTP-asa de las dinaminas, utilizando dynole 34-2, disminuye significativamente la
potenciacion a largo plazo en rebanadas hipocampales de cerebros de ratén adulto (Arriagada-
Diaz et al., 2020), lo que fuertemente sugiere que la actividad catalitica de las dinaminas juega un
papel critico en la plasticidad sinaptica excitatoria (Figura 3). Por lo tanto, mutaciones que
afectan el funcionamiento de estas GTP-asas, podrian llegar a repercutir en la transmision y
plasticidad sinéptica, conduciendo a un deterioro en las funciones cognitivas de individuos
portadores de esas mutaciones como se ha descrito en pacientes que sufren MCN. De esta

manera, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢Mutaciones en dinamina-2 causantes de MCN podrian afectar la transmisién y plasticidad

sinaptica excitatoria modulando negativamente las funciones cognitivas de ratones portadores

de la mutacion p.R465W?
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Figura 3. La inhibicion farmacoldgica de la actividad GTPasa de dinamina disminuye la potenciacién a largo
plazo (LTP) de la respuesta sindptica en rebanadas hipocampales de ratones adultos. (a) Diagrama
representativo de la configuracién experimental utilizada para obtener registros de campo de las respuestas
excitatorias postsinapticas en cortes de hipocampo de ratones de tipo salvaje de 6 meses de edad. El electrodo de
estimulacién se coloco sobre las colaterales de Schaffer, mientras que el electrodo de registro se colocé en stratum
radiatum. La estimulacién fue provocada por un protocolo theta-burst (TBS) para inducir LTP. Los potenciales post-
sinapticos excitatorios de campo (fEPSP) se registraron en la sinapsis colateral de Shaffer-CA1 durante 60 minutos
después de inducido el TBS. El tratamiento con dynole 34-2 (Dyn 34-2) y su anélogo inactivo dynole 31-2 (Dyn 31-
2) se afiadié 10 minutos antes, durante y después de la aplicacion del protocolo de LTP. (b) Trazos representativos
Dyn 31-2 (marron claro) y Dyn34-2 (violeta) de fEPSP obtenidos antes y después de la aplicacion del protocolo de

LTP. (c) Tenga en cuenta que la presencia de Dyn 34-2 disminuye significativamente la potenciacion de las
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respuestas sindpticas en comparaciéon con Dyn 31-2. Dyn 31-2 (n = 19 rebanadas, 5 ratones), Dyn 34-2 (n = 11
rebanadas, 3 ratones). Todos los datos se representan como media + SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon

utilizando un t-test de dos colas, * p <0,0001.

Hipotesis

La mutacion p.R465W afecta la funcion de dinamina-2 en las sinapsis excitatorias del
hipocampo impactando negativamente en la transmisidn sinaptica basal, plasticidad sinaptica

y sobre las funciones cognitivas en un modelo murino de MCN

Estrategia experimental

Para abordar esta hipétesis utilizamos como modelo experimental un raton knock-in (KI)
heterocigoto para la mutacion p.R465W (HTZ), localizada en el dominio medio de dinamina-2
que corresponde a la mutacion mas comun causante de MCN (Gonzalez-Jamett, Baez-Matus, et
al., 2017). Este raton recapitula todos los signos de MCN los que son evidentes a partir de los 2
meses de edad y progresan a medida que el animal envejece (Durieux, Vignaud, et al., 2010).
Nuestra hipotesis se abordd mediante la realizacién de tres objetivos principales dirigidos a
evaluar el papel de dinamina-2 y el impacto de la mutacion p.R465W causante de MCN sobre:
(1) la transmisidn sinaptica excitatoria basal, (2) la plasticidad sindptica excitatoria a corto y largo
plazo y (3) el aprendizaje y memoria espacial y de reconocimiento en ratones HTZ.

Los protocolos de manejo animal utilizados a lo largo de este trabajo de tesis se enmarcan en el

proyecto Fondecyt 11180731 “ROLE OF DYNAMIN-2 IN CENTRAL NERVIOUS SYSTEM
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SYNAPSES: POTENTIAL IMPACT OF CENTRONUCLEAR MYOPATHY-CAUSING
MUTATIONS ON AMPA-RECEPTOR TRAFFICKING AND EXCITATORY SYNAPTIC
TRANSMISSION” el cual cuenta con la aprobacion del COMITE INSTITUCIONAL PARA EL

CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO UV (CICUAL-UV) acta BEA 131-18

Objetivo General

Evaluar el rol de dinamina-2 y el impacto de la mutacion p.R465W sobre la transmision sinaptica

excitatoria, la plasticidad sinéptica y el aprendizaje y la memoria.

Objetivos especificos

(1) Evaluar la transmision sinaptica excitadora midiendo fEPSPs evocados en la sinapsis
CA3-CA1, utilizando cortes de hipocampo de un modelo murino de CNM.

(2) Evaluar la plasticidad sinaptica excitatoria a corto y largo plazo utilizando cortes de
hipocampo de un modelo murino de CNM.

(3) Evaluar la memoria espacial y de reconocimiento en un modelo murino de CNM.

Materiales y metodologia

Registros electrofisioldgicos de campo
Considerando que la plasticidad sinaptica en hipocampo es particularmente importante para los
procesos de aprendizaje y memoria y que la forma de plasticidad sinaptica mas estudiada es la

LTP en la sinapsis hipocampal CA3 - CA1 (Malenka & Bear, 2004), se evalud la transmision
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sinaptica excitatoria basal y la plasticidad sinaptica en neuronas piramidales de rebanadas
hipocampales de ratones HTZ de 6 meses 0 més, edad en la que el fenotipo miopatico ya es
evidente (Durieux, Vignaud, et al., 2010). Rebanadas hipocampales de animales wild type (WT)
de la misma edad se utilizaron como control (Fig. 4).

Las rebanadas hipocampales fueron preparadas tal como se describi6 anteriormente en (Ardiles et
al., 2014). Rapidamente los animales fueron sacrificados bajo anestesia profunda por saturacion
utilizando isoflurano y sus cerebros fueron removidos rapidamente luego de realizarles una
craneotomia. Los cerebros fueron seccionados en dos hemisferios retirando el hipocampo para
luego ser seccionado en rebanadas de 300 pum de grosor e inmersos en buffer de diseccion (en
mM: 212.7, sacarosa 26 NaHCO3, 1.23 NaH2PO4, 10 D-glucose, 5 KCI, 2 CaCl2, 1 MgCl, 3
piruvato) y utilizando un vibratomo (Vibratome 1000 plus, Ted Pella Inc., CA, EE. UU.). Las
rebanadas fueron transferidas y mantenidas durante 1 hora a temperatura ambiente en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF, en mM: 124 NaCl, 26 NaHCO3, 1.23 NaH2PO4, 10 D-glucose,
5 KCI, 2 CaCl2, 1 MgCl, 3 piruvato). Todos los registros se obtuvieron en una camara de

inmersion perfundida con ACSF (30 £ 0.5 ° C; 2 ml / min).

Transmisién sinéptica excitatoria basal

La transmision excitatoria basal se evalu6 mediante el andlisis de potenciales post-sinapticos
excitatorios de campo (fEPSP), los cuales fueron evocados estimulando las colaterales de
Schaffer (CA3 y registrando las respuestas en stratum radiatum en la region CA1 de hipocampo).
Dicha estimulacion se realizd con pulsos de 0.2 ms de duracion, administrados a través de
electrodos de estimulacion bipolares concéntricos. Las respuestas basales se registraron
utilizando la mitad de la intensidad de estimulacién que induce una respuesta maxima,

considerada como aquella que induce una espiga poblacional. La transmision sinaptica basal se
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analizé determinando las relaciones de entrada-salida (input I/output O) de los fEPSP generados
al aumentar gradualmente la intensidad de estimulacion; donde la entrada correspondia a la

amplitud de la volea presinéptica (FV), y la salida a la pendiente inicial del fEPSP.

Plasticidad sinaptica a corto plazo

La plasticidad sinaptica a corto plazo se evalud a través de un protocolo de razon de pulsos
pareados (PPR). Cuando dos pulsos de estimulacion son dados de forma sucesiva la respuesta
post-sinaptica al segundo pulso es tipicamente de mayor magnitud que la primera debido a un
aumento en la concentracion del Ca?* pre-sinaptico que conduce a un aumento en la liberacion de
neurotransmisores (Yang et al., 1999). Por lo tanto, si es que la neurona pre-sinaptica posee una
mayor probabilidad de liberacion entonces el primer pulso serd suficiente para depletar los
neurotransmisores disponibles para ser liberados y el segundo pulso producird una respuesta de
menor magnitud (menor PPR). Por el contrario, si la neurona pre-sindptica posee una menor
probabilidad de liberacion entonces el primer pulso sélo liberara una fraccion de los
neurotransmisores disponibles y el segundo producira una PPR mayor. Es decir, el valor de PPR
en un intervalo de estimulacion dado, es inversamente proporcional a la probabilidad de
liberacion y cambios asociados a este pardmetro dan cuenta de fendmenos pre-sinapticos. EI PPR
se obtuvo utilizando diferentes intervalos entre estimulos en un rango entre 25-300 ms y se
estimé un indice PPR dividiendo la amplitud de la segunda respuesta por la primera (Ardiles et

al., 2014).
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Plasticidad sinaptica a largo plazo

Potenciacion a largo plazo (LTP)

Para evaluar la potenciacién a largo plazo (LTP), las rebanadas fueron sometidas a un protocolo
eléctrico de alta frecuencia 0 a un protocolo de estimulacion quimica, con el fin de evaluar
cambios en la eficacia sinéptica luego de dichas estimulaciones. La potenciacion a largo plazo
utilizando estimulacion eléctrica de alta frecuencia se realizé mediante un protocolo estandar de
tipo theta burst (TBS), el cual consta de 4 trenes a 100 Hz durante 1 min (Flores-Mufoz et al.,
2020; Gajardo et al., 2018). Por otro lado, la LTP quimica (chLTP), fue inducida mediante la
perfusion de una solucion de glicina (Gly 600 uM + PTX 50 uM + Stric 3uM) (X. Y. Zhang et
al., 2014), directamente sobre las rebanadas de hipocampo durante 5 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo de aplicacion de la solucion, esta fue removida y el buffer de registro fue
reemplazado por uno nuevo. En ambos casos, tanto para la LTP eléctrica como para la LTP
quimica, las pendientes de los fEPSP fueron registradas durante 20 minutos previos a la
estimulacion y durante 50 minutos luego de la aplicacion del estimulo eléctrico (TBS) o la

aplicacion del estimulo quimico.

Depresion a largo plazo (LTD)

Para evaluar la depresion a largo plazo (LTD), se utilizaron protocolos eléctricos de baja
frecuencia y protocolos quimicos (chLTD). La depresion electrica, fue inducida por un protocolo
estandar de baja frecuencia (LFS), el cual consta de una estimulacion de 1 Hz durante 15 minutos
(Gajardo et al., 2018). Por otro lado, para la induccion quimica de la depresion a largo plazo
(chLTD), las rebanadas fueron perfundidas durante 5 minutos con 30 uM NMDA (Ardiles et al.,

2014), una vez transcurrido el tiempo de aplicacion de la droga, esta fue removida y el buffer de
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registro fue reemplazado por uno nuevo. En ambos casos, tanto para la LTD eléctrica como para
la chLTD, las pendientes de los fEPSP fueron registradas durante 20 minutos previos a la
estimulacion y durante 60 minutos luego de la aplicacion del estimulo eléctrico (LFS) o la

aplicacion del estimulo quimico.

S - —— -

Hippocampal Slices
WT- HTZ
300 pm

Figura 4. Representacién esquematica de la configuracién experimental. a) rebanadas hipocampales de 300 um
obtenidas luego de realizar la craneotomia, b) configuracién experimental utilizada para la obtencién de registros
electrofisiolégicos, note que tanto el electrodo de estimulaciéon como el de registro, estan posicionados en stratum

radiatum para la obtencion de fEPSP.
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Experimentos conductuales para evaluacion del aprendizaje y memoria

Ya que estudios clinicos sugieren que pacientes con MCN, y en particular pacientes portadores de
la mutacion p.R465W, presentan trastornos del aprendizaje (Jeannet et al., 2004) evaluamos las
habilidades de aprendizaje y memoria en ratones HTZ y su contraparte WT. Especificamente
aplicamos el test Novel Object Recognition (NOR) y el test de Barnes maze (BM), ambos tests
ampliamente utilizados para evaluar las funciones cognitivas en ratones. Mientras la prueba de
NOR es utilizada para evaluar la memoria de reconocimiento (Ennaceur & Delacour, 1988), BM
es utilizado para medir la capacidad de aprendizaje y la memoria espacial (Sukoff Rizzo &
Crawley, 2017).

Todos los tests conductuales fueron realizados en una pieza acondicionada para ello, con T°

constante (21° +/- 2°C), con un ruido blanco (50 dB) y luminosidad regulada (200 lux).

Novel Object Recognition (NOR)

La prueba de NOR se basa en la tendencia espontanea de los roedores a pasar mas tiempo
explorando un objeto nuevo que uno familiar. Los ratones WT y HTZ fueron sometidos al test de
NOR que consiste en tres fases: (i) familiarizacion, donde los ratones exploraron un par de
objetos idénticos; (ii) retencion, donde se retiraron los ratones para la limpieza y el cambio de
objetos; y (iii) reconocimiento, donde los ratones exploraron un par de objetos diferentes: un
objeto familiar (FO) y un objeto nuevo (NO). Para la realizacion de la prueba se utilizo una caja
cuadrada de acrilico blanco de 50 cm x 40 cm x 63 cm en la cual los ratones exploraron

libremente.

(1) Fase de familiarizacion: 24 horas después de que los ratones fueran habituados a la

sala donde se realizd la prueba conductual, se colocaron dos objetos idénticos en la

24



plataforma de acrilico, a 5 cm de las paredes. El par de objetos fue el mismo entre
cada raton y cada grupo de ensayo (WT y HTZ). El ratén fue colocado en la
plataforma con la cabeza colocada en direccién opuesta a los objetos y se dejo
explorar libremente durante 5 min (Fig. 5a)

(i) Fase de retencion: Luego de realizar la fase anterior, los ratones fueron retirados de la
plataforma de prueba y fueron dejados en sus jaulas de prueba durante 1 hora.

(i)  Fase de reconocimiento: Finalmente en la fase de reconocimiento, se volvieron a
colocar objetos en la plataforma de acrilico, pero esta vez uno familiar (utilizado en la
fase de familiarizacién) y un objeto nuevo. Estos objetos fueron colocados en el
mismo lugar, a 5 cm de las paredes. La posicion del objeto novedoso (izquierda o
derecha) fue asignado al azar a cada ratobn y a cada grupo ensayado. EIl raton se
deposité en la plataforma de ensayo y se dejé que se comportara libremente durante 5
min de exploracion (Fig. 5b). Finalizado este tiempo, los ratones fueron retornados a

sus jaulas.

Todas las fases anteriormente descritas fueron repetidas durante 3 dias seguidos con una sesion
diaria en la cual los ratones exploran la superficie de acrilico libremente por 5 min con pares de
objetos distintos por dia.

Para determinar la memoria de reconocimiento de objetos, se estimdé un indice de

reconocimiento (D1), el cual se calculé como:

D1 =Tiempo de exploracion sobre NO — Tiempo de exploracion sobre FO
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1 hora
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Figura 5. Laberinto utilizado en la prueba conductual NOR. a) laberinto utilizado para la prueba de NOR donde

se muestra la fase de familiarizacion, note la utilizacion de dos objetos idénticos al momento de realizar la fase, en la

parte inferior se muestra la trayectoria hecha por uno de los ratones que participo en el test, b) laberinto utilizado en

el test NOR donde se muestra la fase de reconocimiento, note la presencia de un objeto idéntico a la fase de

familiarizacion y un objeto nuevo, en la parte inferior se muestra la trayectoria realizada por uno de los ratones

participantes del test
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Barnes Maze (BM)

Para evaluar la memoria espacial y la capacidad de aprendizaje en ratones HTZ se utilizo el test
BM (Gawel et al., 2019; Negron-Oyarzo et al., 2015; Pitts, 2018). En esta prueba, el animal debe
aprender y recordar la ubicacion de una caja de escape en un campo abierto circular ansiogénico,
elevado e iluminado (Barnes, 1979). El laberinto consiste en una plataforma circular blanca de 70
cm de diametro elevada a 90 cm del piso con 20 agujeros igualmente espaciados a lo largo del
perimetro (de 7 cm de didmetro cada uno) ubicados a 2 cm del borde de la plataforma. Los
animales se orientan mediante pistas espaciales ubicadas en las paredes de la habitacién, con el
fin de encontrar y recordar la ubicacion de una caja de escape de plexiglas negro (17 x 13 x 7
cm) que se encuentra debajo de uno de los agujeros. El laberinto se ilumind con 4 luces
incandescentes para producir un nivel de luz de ~ 600 lux incidiendo en la plataforma circular
(Fig. 6)

El test constd de 9 dias de protocolo en los cuales se llevaron a cabo tres fases: (i) fase de pre-
entrenamiento, en donde los ratones son entrenados para encontrar la plataforma de escape (ii)
fase de adquisicion, en donde los ratones recuerdan la posicion de la caja de escape ayudados de
las pistas espaciales dispuestas en la habitacion, (iii) fase de reversion, en donde se evalla la
flexibilidad de la memoria de los ratones, cambiando la posicion de la plataforma de escape pero
manteniendo la posicion de las pistas espaciales de las paredes de la habitacion.

M Fase de pre-entrenamiento (dia 1): EIl primer dia se mantuvo al animal en el centro de
la plataforma por debajo de un vaso de vidrio transparente durante 30 segundos
mientras la luz estaba apagada. Transcurrido este tiempo, se encendieron las luces y el
raton fue guiado lentamente moviendo el vaso de vidrio durante 10-15 segundos al
agujero target que conducia a la caja de escape. A continuacion, el raton fue dejado

para gque entre por si solo al agujero target durante 2 minutos. Si durante este tiempo
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(i)

(iii)

el ratén no lograba ingresar a agujero de escape, con la ayuda del vaso de vidrio se
obligaba al ratén a hacerlo. Una vez en la caja de escape, se apagaban las luces
completamente y el ratdbn permanecia en el escondite durante 1 minuto antes de
retornar a la caja de retencion.

Fase de adquisicion (dias 2-5): Durante los cuatro dias de la fase de adquisicion, los
animales fueron colocados en el interior de un vaso acrilico de color negro (12 cm de
didmetro x 12,5 cm alto) en el centro de la plataforma durante 15 segundos (lo que
permite que el ratdbn tome una direccion aleatoria cuando el vaso se levanta). Al
término de este tiempo el vaso acrilico se levantd, se encendieron las luces y se dejé
explorar al ratdn libremente sobre la plataforma. Una vez que el ratén ingresaba a la
caja de escape, se apagaban las luces y el raton permanencia en la caja durante 1
minuto.

Fase de reversion (dias 6-9): Durante los cuatro dias de la fase de reversion, la caja de
escape fue colocada en uno de los cuadrantes opuestos a la posicion en la que estaba
dispuesta en la fase de adquisicion. Cada animal fue colocado en el interior del vaso
acrilico de color negro en el centro de la plataforma durante 15 segundos. Al término
de este tiempo el vaso acrilico se levantd, se encendieron las luces y se dejo explorar
al raton libremente sobre la plataforma durante 3 minutos. Una vez que el ratén
ingresaba a la caja de escape, se apagaban las luces y el raton permanencia en la caja

durante 1 minuto.

En todas las fases si el ratdn no encontraba el agujero target y no lograba entrar a la caja de

escape durante los 3 minutos, se ponia fin a la prueba. Posteriormente, el experimentador

guiaba al animal a la caja de escape y lo dejaba permanecer en la caja durante 1 minuto antes

de retornarlo a la caja de retencion.
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Cajade
escape

Cajade
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Figura 6. Laberinto utilizado en la prueba conductual BM. a) laberinto utilizado para la prueba de BM donde se
muestra la fase de adquisicidn, note que la caja de escape se encuentra en el cuadrante superior derecho, en la parte
inferior se muestra, en rosado, la trayectoria hecha por uno de los ratones que participo en el test, b) laberinto
utilizado en el test BM donde se muestra la fase de adquisicion, note el cambio de posicién de la caja de escape
hacia el cuadrante inferior izquierdo, en la parte inferior se muestra, en rosado, la trayectoria realizada por uno de los

ratones participantes del test
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Open field (OF)

Para controlar que las posibles diferencias en los test NOR y BM no se debieran a defectos en la
capacidad de desplazamiento de los animales HTZ, evaluamos la actividad locomotora en los
sujetos experimentales realizando un protocolo de campo abierto u open field (OF). De esta
forma, cada ratdn fue colocado en el centro de una caja acrilica de color blanco de 50 cm x 40 cm
x 63 cm en la cual se midi6 la distancia total recorrida y el porcentaje de tiempo recorrido por
cada uno de los animales. La prueba se realiz6 durante 3 dias, en los cuales se midio la

exploracion libre del animal sobre la plataforma durante 5 minutos (Figura 7).

5 minutos

Figura 7. Laberinto utilizado en la prueba conductual de OF. (lzquierda) laberinto utilizado en la prueba
conductual OF, los ratones se dejaron durante 5 minutos en la caja de prueba, donde exploraron libremente la
plataforma, (derecha) se muestra, en rosado, la trayectoria realizada por uno de los ratones que participo de la prueba

conductual.
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Resultados

Obijetivo especifico 1.

Deterioro de la transmisidn sinéptica excitatoria basal en cerebros de ratones HTZ modelo de

MCN.

Para evaluar la fuerza basal de la transmisién sindptica, evocamos potenciales post-sindpticos
excitadores de campo (fEPSP) en cortes de hipocampo WT y HTZ estimulando las colaterales de
Schaffer (CA3) y registrando las respuestas sinépticas en stratum radiatum de CA1 (Fig. 4). La
relacion entrada-salida (I / O) se determiné aumentando gradualmente la intensidad del estimulo.
La entrada correspondi6 a la amplitud maxima de la volea pre-sinaptica (FV) y la salida a la
pendiente inicial de las fEPSP (Ardiles et al., 2014). Nuestros resultados muestran que la
transmision sinaptica excitadora basal, estimada como la relacion 1 / O, se vio significativamente
afectada en rebanadas provenientes de ratones HTZ en comparacion con rebanadas de hipocampo
de ratones WT (Figura 8c). Interesantemente, las rebanadas de animales HTZ exhibieron
pendientes de fEPSP significativamente menores (Figura 8d) pero amplitudes de FV
significativamente mayores (Figura 8e) en comparacion con rebanadas hipocampales de
individuos WT. Esto ultimo podria sugerir que, ante una capacidad de respuesta post-sinaptica
reducida, se podrian estar reclutando méas axones para mejorar la liberacion de neurotransmisores,

COmMO mecanismo compensatorio.
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Figura 8. Deterioro de la transmision sinaptica excitatoria basal en rebanadas hipocampales de raton HTZ. a)
Esquema de la configuracién experimental para la obtencidn de los registros electrofisioldgicos de campo, b) Trazos
representativos obtenidos luego de estimular las rebanas de ambos grupos experimentales HTZ (rojo) y WT (negro),
c) Relacion entre los valores de pendiente de fEPSP y la amplitud de las FV obtenidos entre nuestros grupos
experimentales. Se muestran los valores de R? para las respectivas regresiones lineales, d) Valores promedios
obtenidos del analisis de las pendientes de ambos grupos experimentales, note la diferencia significativa de fEPSP a
medida que se aumentaba la intensidad de estimulacion entre rebanadas WT y HTZ, e) Valores obtenidos de FV para
ratones WT y ratones HTZ, note la diferencia significativa en la amplitud de FV a medida que se aumentaba la
intensidad de estimulo. (WT: n = 8 rebanadas, 2 ratones; HTZ: n = 18 rebanadas, 3 ratones). Todos los datos se
representan como media + SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando un t-test, * P <0,0001, en

comparacion con la condicion WT.
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Objetivo Especifico 2.

Plasticidad sinaptica a corto plazo

Con el fin de evaluar la contribucion pre-sindptica a los defectos observados en rebanadas
hipocampales HTZ, estimamos la razén por pulsos pareados (PPR). Como se muestra en la
Figura 9, el PPR se mantuvo sin cambios entre las rebanadas de hipocampo HTZ y WT (Figura
9), lo que sugiere que, aunque mecanismos pre-sinpticos podrian verse afectados en el contexto

de la MCN, éstos parecen ser independientes de la probabilidad de liberacion.
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Figura 9. Plasticidad a corto plazo, Razén por pulsos pareados a) trazos representativos luego de estimular las

rebanadas de ambos grupos experimentales HTZ (rojo) y WT (negro), con dos estimulos de la misma intensidad
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separados por un tiempo de 50 ms, note que la amplitud de la segunda respuesta es mayor a la primera, b)
Facilitacion por pulsos pareados a distintos intervalos de estimulacion. Note que no se observan diferencias
significativas entre los grupos experimentales (WT: n = 26 rebanadas, 6 ratones; HTZ: n = 30 rebanadas, 7 ratones).
Todos los datos se representan como media = SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando un t-test, * P

<0,0001, en comparacion con la condicion WT.

Deterioro de la plasticidad sinaptica a largo plazo en cerebros de ratones HTZ modelo de

MCN.

Para evaluar si la plasticidad de la fuerza sinaptica también se ve afectada en el contexto de
MCN, se indujo una LTP dependiente de NMDAR en rebanadas de hipocampo WT y HTZ
mediante el uso de un protocolo estandar de estimulacién de alta frecuencia (TBS). Este
protocolo genera una LTP que involucra mecanismos pre-sinapticos y post-sinpticos (Bayazitov
et al., 2007). Mientras que la induccién de la LTP se basa en la activacion de NMDAR, los cuales
requieren de la liberacion de glutamato pre-sinéptico y la despolarizacion de la membrana post-
sinaptica (Citri & Malenka, 2008), la expresién y el mantenimiento de la LTP se basan
principalmente en el trafico de AMPAR hacia las PSDs (Anggono & Huganir, 2012). Como se
muestra en la Figura 10, la magnitud de la LTP inducida por el protocolo de TBS se redujo
significativamente después de 50 minutos de registro en rebanadas provenientes de ratones HTZ
en comparacién con rebanadas hipocampales de animales WT (Figura 10 a-c), lo que sugiere que
dinamina-2 juega un papel importante en la mantencion de la LTP inducida por TBS. Ademas, la
potenciacion temprana de la respuesta sinaptica medida durante los primeros 5 minutos después

de la aplicacion del protocolo de TBS también se redujo en rebanadas provenientes de ratones
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HTZ en comparacion a rebanadas provenientes de ratones WT (Figura 10 b), lo que sugiere que

la induccion de LTP también depende de dinamina-2.
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Figura 10. Deterioro de la LTP inducida por TBS en rebanadas hipocampales de raton HTZ. a-c) Se
estimularon cortes de hipocampo de ratones WT de 6 meses (circulos negros) y HTZ (circulos rojos) con un TBS
para inducir LTP y se registraron potenciales de campo postsinapticos excitadores (FEPSP). 50 min después de la
aplicacion del protocolo de TBS, note la disminuida potenciacion al final del registro en rebanadas de hipocampo de
ratones HTZ en comparacion a rebanadas de ratones WT. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando un test
Mann-Whitney, *p <0.0001 en comparacion a la condicion WT. 2-way ANOVA, F (1,2257) = 1414, *p <0.0001
seguido del test Bonferroni post hoc (p <0.05) en comparacion con la condiciéon WT. Se muestran como inserciones
los trazos representativos antes (gris) y después (negro y rojo) de la aplicacion del protocolo de TBS. Note que tanto

al final de los registros (c), asi como después de 5 min de induccién de la LTP (b) las rebanadas provenientes de
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ratones HTZ, presentaron una potenciacidn significativamente reducida de la fuerza sinaptica en comparacién con
rebanadas provenientes de ratones WT. Las diferencias estadisticas se obtuvieron utilizando un test de Mann-
Whitney, * p <0,0001 en comparacion con la condicion WT, luego de 5 0 50 min después del protocolo de TBS.

(WT: n =17 rebanadas, 5 ratones; HTZ: n = 22 rebanadas, 7 ratones).

Estos datos sugieren que la mutacion p.R465W en dinamina-2 afecta principalmente mecanismos
post-sinapticos, alterando la potenciacidon sindptica en respuesta a una actividad neuronal
sostenida. De hecho, cuando indujimos quimicamente la LTP, mediante el uso del co-agonista de
NMDAR glicina (chLTP), ain pudimos observar una reduccion en la magnitud de la LTP en
rebanadas hipocampales del raton HTZ en comparacién con rebanadas hipocampales
provenientes de ratones WT (Figura 11). Como el protocolo chLTP activa NMDAR sin mediar la
liberacion de glutamato pre-sinaptico (W. Y. Lu et al., 2001; Musleh et al., 1997), estos
resultados sugieren que los defectos inducidos por la mutacién p.R465W son mayoritariamente
post-sinapticos. Esto uUltimo estd en acuerdo con los resultados obtenidos al aplicar nuestro
protocolo de PPF, donde no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
experimentales. Estos mecanismos post-sindpticos parecen afectar principalmente a la
transmision sindptica excitatoria, ya que observamos diferencias similares entre rebanadas
hipocampales de ratones HTZ y WT cuando aplicamos el protocolo de TBS en presencia de
picrotoxina (PTX), un blogueador de la transmision inhibitoria dependiente de GABAR (Figura

12).
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Figura 11. Deterioro de la LTP inducida por glicina en rebanadas hipocampales de raton HTZ. a-b)
Rebanadas hipocampales de ratones WT de 6 meses (circulos negros) y HTZ (circulos rojos), fueron estimuladas con
la aplicacion de 600 puM glicina + 50 uM PTX + 3 uM estricnina para inducir quimicamente LTP. Se muestran como
inserciones los trazos representativos antes (gris) y después (negro y rojo) de la aplicacién del protocolo quimico.
Note que en rebanadas de hipocampo HTZ se exhibe una potenciacion significativamente reducida luego de 50 min
de registro (b) en comparacion con rebanadas provenientes de ratones WT (WT: n = 5 rebanadas, 2 ratones; HTZ: n
= 5 rebanadas, 2 ratones). Todos los datos se representan como media £+ SEM. Las diferencias estadisticas se

calcularon utilizando una prueba no paramétrica de Mann-Whitney * p <0,05 en comparacion con rebanadas WT.
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Figura 12. El deterioro de la LTP en rebanadas hipocampales de raton HTZ, es independiente de la
transmision sinaptica inhibitoria. a-b) Rebanadas hipocampales de ratones WT de 6 meses (circulos negros) y
HTZ (circulos rojos), fueron estimuladas con un protocolo estdndar de TBS en presencia de un inhibidor de GABAR,
picrotoxina (PTX). Se muestran como inserciones los trazos representativos antes (gris) y después (negro y rojo) de
la aplicacion del protocolo de TBS. Note que incluso en presencia de PTX, las rebanadas de hipocampo HTZ
exhiben una potenciacion significativamente reducida luego de 50 min de registro (b) en comparacion con rebanadas
provenientes de ratones WT (WT: n = 6 rebanadas, 2 ratones; HTZ: n = 7 rebanadas, 2 ratones). Todos los datos se
representan como media = SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando una prueba no paramétrica de

Mann-Whitney * p <0,05 en comparacion con rebanadas WT.
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Al igual que la LTP, la LTD también es un fendmeno de plasticidad sinaptica a largo plazo
relevante para los procesos de aprendizaje y memoria (Citri & Malenka, 2008; Malenka & Bear,
2004). Teniendo esto en cuenta, evaluamos la LTD en el contexto de la MCN. La depresion de la
respuesta sinéptica fue evocada por la aplicacion de un protocolo estandar de estimulacion de
baja frecuencia (LFS). Nuestros resultados muestran una reduccion significativa en la magnitud y
en el mantenimiento de la LTD en rebanadas hipocampales provenientes de ratones HTZ en
comparacion con las rebanadas hipocampales provenientes de animales WT (Figura 13). Del
mismo modo, cuando la LTD fue inducida quimicamente, utilizando 30 uM de NMDA, un
agonista de los receptores de NMDA, ain observamos una disminucion de la magnitud y del
mantenimiento de la depresion sindptica a largo plazo en rebanadas provenientes de animales

portadores de la mutacion p.R465W, a diferencia de su contraparte WT (Figura 14).
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Figura 13. Deterioro de la LTD inducida por LFS en rebanadas hipocampales de raton HTZ. a-b) Rebanadas
hipocampales de ratones WT de 6 meses (circulos negros) y HTZ (circulos rojos), fueron estimuladas con un
protocolo estandar de estimulacién eléctrica de baja frecuencia (LFS), registrandose fEPSP durante 60 min para
estimar la depresion de la respuesta sinaptica. Note que en rebanadas de hipocampo HTZ se exhibe una depresién
significativamente reducida luego de 60 min de registro (b) en comparacién con rebanadas provenientes de ratones
WT (WT: n = 23 rebanadas, 7 ratones; HTZ: n = 28 rebanadas, 8 ratones). Todos los datos se representan como
media + SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando un test de Mann-Whitney * p <0,05 en

comparacion con la condicion WT.
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Figura 14. Deterioro de la LTD inducida por NMDA en rebanadas hipocampales de raton HTZ. a-b)

Rebanadas hipocampales de ratones WT de 6 meses (circulos negros) y HTZ (circulos rojos), fueron estimuladas con

la aplicacion de 30 uM NMDA para inducir quimicamente LTD. Se muestran como inserciones los trazos

representativos antes (gris) y después (negro y rojo) de la aplicacién del protocolo quimico. Note que en rebanadas

de hipocampo HTZ se exhibe una depresion significativamente reducida luego de 50 min de registro (b) en

comparacion con rebanadas provenientes de ratones WT (WT: n = 4 rebanadas, 1 ratones; HTZ: n = 4 rebanadas, 1

ratones). Todos los datos se representan como media = SEM. Las diferencias estadisticas se calcularon utilizando un

test de Mann-whitney.
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Obijetivo Especifico 3

Deterioro del aprendizaje y la memoria en ratones HTZ modelo de MCN

Dado que se han informado problemas de aprendizaje temprano y defectos cognitivos en
pacientes con MCN ligada a DNM2 (BOohm et al., 2012; Echaniz-Laguna et al., 2007; Fischer et
al., 2006; Jeannet et al., 2004), evaluamos el aprendizaje y la memoria en nuestro modelo murino
de MCN.

La prueba de reconocimiento de objetos nuevos (NOR) se basa en la tendencia espontanea de los
roedores a pasar mas tiempo explorando un objeto nuevo que uno familiar (Ennaceur &
Delacour, 1988). Luego de la aplicacion del test, nosotros cuantificamos la memoria de
reconocimiento a largo plazo midiendo el tiempo que los ratones se dedicaron a explorar cada
objeto y calculamos un indice de reconocimiento (D1). Como se muestra en la Figura 15, los
ratones WT pasaron significativamente méas tiempo de exploracion sobre el objeto nuevo (N) que
sobre el objeto familiar (F) a lo largo de las sesiones de entrenamiento; no obstante, animales
HTZ no modificaron su preferencia entre objetos nuevos (N) y familiares (F) (Figura 15a).
Ademas, los ratones HTZ exhibieron un indice de reconocimiento (D1) significativamente
reducido en comparacion con sus compafieros de camada WT (Figura 15b), lo que sugiere que

existen defectos en la memoria de reconocimiento en un contexto de la MCN.
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Figura 15: Ratones HTZ muestran un deterioro en la memoria de reconocimiento al ser sometidos al test
NOR. a) Tiempo medio de exploracion para los objetos familiares (F) y nuevos (N). Note que los ratones HTZ pasan
significativamente menos tiempo explorando objetos nuevos en comparacion con ratones WT. Wilcoxon test, *p=
0.0312 en comparacion a ratones WT, (b) indice de reconocimiento medio (D1). Los valores positivos indican el
reconocimiento del objeto nuevo por sobre el objeto familiar. Mann-Whitney test, *p=0.0221 en comparacién a la

condicion WT. (WT, n = 6; HTZ, n =7).
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Para evaluar si la memoria de referencia espacial se ve afectada, se aplico la prueba de BM. Esta
tarea depende de la inclinacion intrinseca de los roedores a escapar de un entorno aversivo
(Gawel et al., 2019; Negrén-Oyarzo et al., 2015; Pitts, 2018). El rendimiento de los ratones en el
test BM se cuantifico como el tiempo que tardaron los animales en entrar en la caja de escape
(latencia). Como se muestra en la Figura 16, el tiempo para encontrar y entrar en la caja de
escape disminuyo a lo largo de las sesiones de entrenamiento para los ratones WT y HTZ. Sin
embargo, los ratones HTZ tardaron méas que los ratones WT en acceder a la caja de escape
durante la fase de inversion (figura 16 b). De hecho, en el dltimo dia de la fase de inversién, los
ratones WT tardaron en promedio 57.3 £ 18.2 s, mientras que los ratones HTZ tardaron en
promedio 100,6 £ 20.5 s en finalizar la prueba (figura 16c). Interesantemente, el porcentaje de
ratones HTZ que completaron la prueba en el udltimo dia de la fase de inversion fue
significativamente menor en comparacion a los ratones WT (Figura 16d), lo que sugiere defectos
en la flexibilidad de la memoria espacial.

Es importante destacar que estas observaciones no se debieron a defectos de locomocidon en los
ratones HTZ, ya que el porcentaje de tiempo total recorrido y la distancia total recorrida en un
test de campo abierto no fueron diferentes entre ratones de ambos grupos experimentales (Figura
17).

Juntos, estos datos confirman que, al igual que en los pacientes con MCN (B6hm et al., 2012;
Echaniz-Laguna et al., 2007; Fischer et al., 2006; Jeannet et al., 2004), los ratones HTZ exhiben
capacidades de aprendizaje y memoria deterioradas. Tal como muestran nuestros resultados, estos
defectos cognitivos se correlacionan con defectos en la transmision y plasticidad sinaptica

excitatoria.
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Figura 16: Ratones HTZ muestran deterioro de la memoria espacial en la prueba de BM, Se entrenaron grupos
de ratones WT y HTZ de 6 meses durante 4 dias (D1-D4) para encontrar y escapar a una caja oscura escondida
debajo de uno de los agujeros del laberinto de Barnes, usando pistas visuales a lo largo de las sesiones (4 intentos por
dia). Al quinto dia se inicié un periodo de reversion (D5-D8), en el que se cambi¢ la posicion de la caja de escape
oculta bajo la plataforma, manteniendo el lugar de las pistas visuales para evaluar la flexibilidad de la memoria. (a),
representacion esquematica de la prueba de BM. (b), Cuantificacién de la latencia para entrar a la caja de escape a lo
largo de las sesiones de entrenamiento y fase de reversa. (c), Latencia media para entrar a la caja de escape el dia 8

de la prueba. (d), Cuantificacion del porcentaje de animales que completaron la tarea el Ultimo dia de la fase de
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inversidn. Note que el tiempo para entrar a la caja de escape no fue estadisticamente significativo, pero el porcentaje
de ratones HTZ que completaron la prueba el Gltimo dia de la fase de reversion fue significativamente menor en
comparacion a ratones WT. Mann-Whitney test, *p = 0.0286 en comparacion con la condicion WT. Todos los datos

se representan como la media + SEM (WT, n = 6 ratones; HTZ, n = 7 ratones).
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Figura 17: Ratones HTZ no muestran dificultades en el desplazamiento. Se dejaron ratones WT (circulos
negros) y HTZ (circulos rojos) de mas de 6 meses que exploraran libremente un campo abierto durante 5 min. (a),
porcentaje medio del tiempo de caminata y (b), distancia total recorrida se grafican por cada grupo experimental.
Todos los datos se representan como media + SEM. (WT, n = 6 ratones; HTZ, n = 7 ratones). Las diferencias

estadisticas se calcularon utilizando una prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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Discusion

Dinamina-2 es una enzima con actividad GTP-asa que ha sido implicada en una variedad de
funciones celulares, las cuales incluyen remodelamiento de membrana durante exocitosis,
endocitosis y reciclaje de proteinas de membrana, asi como organizacion y remodelamiento del
citoesqueleto de actina (Arriagada-Diaz et al., 2020; Gonzélez-Jamett et al., 2014a; Gonzélez-
Jamett, Momboisse, Haro-Acuiia, et al., 2013; R. Zhang et al., 2020). Todas estas funciones de
dinamina-2 son potencialmente afectadas por mutaciones causantes de MCN en los tejidos donde
ésta se expresa. De hecho, la dindmica de actina y el trafico de proteinas de membrana han
mostrado ser procesos defectuosos en células musculares de pacientes y de un modelo animal de
MCN (Gonzélez-Jamett, Baez-Matus, et al., 2017). Nuestros resultados sugieren que la mutacion
p.R465W causante de MCN también afecta la funcion de dinamina-2 en las sinapsis excitatorias
hipocampales, conduciendo a un deterioro de la transmision sinaptica. Asi, luego de la aplicacién
del protocolo de input-output, logramos identificar en ratones HTZ, valores de FV
significativamente mayores y valores de fEPSP significativamente menores en comparacion a los
obtenidos para rebanadas hipocampales provenientes de ratones WT. Esto sugiere un posible
efecto compensatorio que viene a suplir el déficit de la respuesta post-sindptica, aumentando el
input de la transmision sinaptica excitatoria (Figura 8).

Por otro lado, considerando que no observamos diferencias significativas en los valores de PPR,
estos datos nos sugieren que es la funcion de dinamina-2 a nivel post-sindptico la que podria
verse afectada mayormente por la mutacion (Figura 9). En este sentido, una posibilidad es que la
mutacion p.R465W afecte el rol de dinamina-2 en el trafico de AMPAR desde y hacia las PSDs

afectando finalmente la cantidad de estos receptores disponibles para mediar la respuesta
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sinaptica. Considerando que los AMPAR son los principales moduladores de la transmision
sinaptica excitatoria en el cerebro de mamiferos (Park, 2018) es muy probable que ese defecto en
el tréfico se traduzca en defectos en la eficacia y en la plasticidad sinéptica, como lo podemos
observar en la disminuida capacidad de potenciacion y depresion a largo plazo en rebanadas
hipocampales de ratones HTZ para la mutacion p.R465W (Figuras 10,11,13,14).
Congruentemente con este razonamiento, nuestros resultados también muestran que los ratones
HTZ exhiben defectos en el aprendizaje y consolidacion de la memoria espacial y de
reconocimiento durante los test de Barnes maze y Novel object recognition respectivamente, sin

observarse defectos en la actividad locomotora (Figuras 15,16,17).

¢De qué manera mutaciones en dinamina-2 causantes de MCN podrian afectar la transmision
sinaptica excitatoria, la plasticidad sinaptica y las funciones cognitivas de ratones HTZ

portadores de la mutacion p.R465W?

Entre las dinaminas clésicas, las isoformas 2 y 3 son las mas relevantes en la post-sinapsis (P. M.
Okamoto et al., 2001) y parecen desempefiar funciones importantes en el trafico de AMPAR. En
1999, Carroll y su equipo de trabajo, demostraron que la sobreexpresion de dinamina-2-K44A, un
mutante incapaz de unir e hidrolizar GTP, perturba la endocitosis mediada por clatrina (CME) de
AMPAR en neuronas del hipocampo cultivadas (Carroll et al., 1999). Este proceso ocurre en
zonas endociticas (EZ) adyacentes a las densidades postsindpticas (PSD). Dinamina-2 parece
dirigir la internalizacién de AMPAR regulando la actividad del citoesqueleto en conjunto con la
proteina Arc / Ag3.1, quien aumenta la actividad GTP-asa de dinamina-2 (Chowdhury et al.,

2006). A partir de estas EZ, AMPAR se somete a procesos de clasificacion endosomal que puede
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llevarlos a una via de degradacién lisosomal a través de endosomas tardios o de regreso a la
membrana plasmatica a través de endosomas de reciclaje (RE) (Ehlers, 2000; Park et al., 2004).
En altas frecuencias de actividad sinaptica, los RE se mueven hacia las espinas dendriticas
permitiendo una entrega local de AMPAR (Park et al., 2006). Otra ruta del trdfico de AMPAR en
la que dinamina-2 participa es la difusion lateral desde el eje dendritico a las PSDs. En el afio
2009, Jaskolki y sus colaboradores, utilizando una proteina fluorescente verde anclada a la
membrana y un constructo que expresa la subunidad GluR2 de AMPAR demostraron que la
insercion de AMPAR-GLUR2 se produce en el eje dendritico y que los nuevos AMPAR
difunden lateralmente hacia las espinas dendriticas de un modo dependiente de la actividad GTP-
asa de dinamina-2. Congruentemente, el blogueo de la actividad GTPasa de dinamina-2 con el
farmaco dynasore (Macia et al., 2006) y/o con la mutante K44A reduce la difusion lateral de
AMPAR (Jaskolski et al., 2009).

Lo anterior nos hace suponer que nuestros resultados podrian explicarse por defectos en distintos
estadios del trafico de AMPAR hacia y desde las espinas, lo que conduciria potencialmente a
defectos en la disponibilidad de AMPAR en las PSDs y consecuentemente a un deterioro de la
respuesta sinaptica excitatoria.

Un modulador importante del trafico de AMPAR y que por cierto es regulado por la actividad de
dinaminas, es el citoesqueleto de actina. De hecho, se ha demostrado que dinamina-2 organiza el
remodelamiento de actina en diferentes modelos experimentales promoviendo la polimerizacion
de actina (Gonzalez-Jamett, Guerra, et al., 2017; Gu et al.,, 2010; Mooren et al., 2009) y
modulando la estabilizacion de los filamentos de actina (Yamada et al., 2013). Actina actla como
un importante regulador del trafico intracelular (Lanzetti, 2007) y en las espinas dendriticas, una
rica red de actina regula la exocitosis, la endocitosis y el reciclaje de AMPAR (Hanley, 2014).

Congruentemente, la alteracién de la remodelacién de la actina suprime la potenciacion de la
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transmision sinéptica (Fukazawa et al., 2003; Kim & Lisman, 1999). Las redes de actina son
estructuras altamente dindmicas que actian como los principales componentes del citoesqueleto
de las espinas dendriticas (Bosch & Hayashi, 2012; Koleske, 2013; Penzes & Rafalovich, 2012).
Las espinas dendriticas contienen altos niveles de actina, aproximadamente 6 veces mas altos que
los ejes dendriticos (Honkura et al., 2008). La actina existe en forma filamentosa polimerizada
(actina filamentosa / actina F) o como forma monomérica despolimerizada soluble (actina
globular / actina G). En las espinas dendriticas, la F-actina constituye la mayor proporcion,
mientras que la G-actina contribuye solo con aproximadamente el 12% del contenido total de
actina (Honkura et al., 2008; Star et al., 2002). La estructura de la F-actina varia desde redes de
filamentos ramificados hasta haces gruesos de filamentos reticulados, que brindan soporte y
estabilidad a las dendritas y espinas (Blanchoin et al., 2014), y el balance entre actina F y G,
permite cambios morfoldgicos en las espinas dendriticas durante distintos patrones de actividad
neuronal. De esta manera, ademas de un papel funcional en el trafico de AMPAR, la red de actina
tiene un papel estructural importante que respalda las modificaciones en la arquitectura de las
espinas dendriticas durante la induccion de la plasticidad sinaptica (Bosch et al., 2014; Hanley,
2014). Asi es como la polimerizacion de actina se asocia con el agrandamiento de las espinas
dendriticas en una LTP (B. Lin et al., 2005), mientras que la despolimerizacién de actina se
asocia con la contraccion de las espinas dendriticas en una LTD (Fortin et al., 2012; K. Okamoto
et al., 2009; Zhou et al., 2004). Aspectos tan relevantes como la morfologia neuronal, asi como el
tamafio y la densidad de las espinas dendriticas en la post-sinapsis excitatoria son procesos
criticamente dependientes de la integridad del citoesqueleto de actina (Fortin et al., 2012; Hanley,
2014) y son moduladores directos de la funcion sinaptica excitatoria (Yan et al., 2015).

Considerando que la oligomerizacion y la actividad enzimatica de dinamina-2 ha mostrado ser un

importante regulador de la dindmica de actina (Gu et al., 2010; Mooren et al., 2009; R. Zhang et
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al., 2020), dinamina-2 esta potencialmente involucrada en la organizacion y el remodelamiento
de actina a nivel de espinas dendriticas controlando la morfologia de las espinas, aunque eso
hasta ahora no ha sido demostrado. Considerando que mutaciones en dinamina-2 causantes de
MCN producen alteraciones en la dindmica de actina en otros tipos celulares (Gonzalez-Jamett,
Baez-Matus, et al., 2017), es posible que la organizacion de actina y los procesos que dependen
de ésta en tejidos sinapticos también se vean afectados en el contexto de la MCN explicando el
deterioro de la transmision sinéptica excitatoria y los defectos cognitivos. De hecho, datos no
publicados de nuestro laboratorio sugieren que en neuronas HTZ en cultivo tefiidas con la toxina
de unién a F-actina faloidina, la densidad y la morfologia de las espinas dendriticas esta afectada

(Mattar M. & Labrafia M., 2021) lo que apoya fuertemente esta idea.

Posibles implicaciones de la mutacion p.R465W en dinamina-2 a nivel pre-sinéptico

Los resultados de nuestros registros electrofisiolégicos de campo sugieren cambios
mayoritariamente post-sinapticos en el cerebro de ratones HTZ comparados con los WT. Esta
idea esté respaldada por el hecho de que al inducir quimicamente LTP (figura 11) o LTD (figura
14), estrategia experimental en la que la plasticidad no depende de la liberacion pre-sinaptica de
neurotransmisor, sino que directamente de la activacion del receptor post-sinaptico (W. Y. Lu et
al., 2001), observamos los mismos defectos que al aplicar los protocolos estandar de TBS o LFS
(figuras 10,13). Mas aun, ya que no hay diferencias en los valores de PPF (figura 9) los
resultados sugieren que no hay cambios en la probabilidad de liberacion de glutamato entre la
condicion WT y HTZ. Sin embargo, no podemos descartar del todo que la mutacién p.R465W

pueda estar afectando el funcionamiento de dinamina-2 a nivel pre-sinaptico. El reciclaje
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endocitico de vesiculas sinapticas (SVs) que compensa la exocitosis de SVs es fundamental para
mantener y garantizar la eficiencia de la neurotransmision (Cardenas & Marengo, 2010). La
participacion de las dinaminas en el reciclaje de SVs se demostrd por primera vez en la union
neuromuscular del mutante de Drosophila shibire (Chen et al., 1991). Shibire es una mutacién en
el ortélogo de dinamina en Drosophila que la hace sensible a la temperatura produciendo
alteraciones de la locomocion y paralisis a temperaturas no permisivas (> 30 ° C) (Poodry &
Edgar, 1979). Esto ultimo es consecuencia de la incapacidad de dinamina en las fosas endociticas
para lograr el proceso de fision, lo que conduce a una acumulacién aberrante de estructuras en
forma de omega en la zona presinaptica y al agotamiento del pool de SVs en las terminales
nerviosas (Koenig & lkeda, 1989). En el afio 2013, experimentos realizados en el laboratorio de
Moshida demostraron que todas las isoformas de dinamina clésicas juegan un papel relevante en
el reciclaje de SVs pero que su participacion depende de la actividad neuronal. La eliminacion
especifica de cada isoforma en neuronas del ganglio cervical superior de rata mostré que la
reposicion del pool de vesiculas de liberacién rapida (RRP) estda mediada por dinamina-1,
dinamina-2 o dinamina-3 con diferentes cinéticas, en funcion del patron de disparo de los
potenciales de accion (AP). En particular, dinamina-2 media el reciclaje de SVs en respuesta a
una alta frecuencia de estimulacion neuronal, participando rapidamente para repoblar el RRP y
evitar el déficit de SVs para la mantencion de la transmision sinaptica (Tanifuji et al., 2013). Esto
ultimo nos sugiere que mutaciones que afecten la funciéon de dinamina-2, como las que causan
MCN, podrian potencialmente afectar la maquinaria de reabastecimiento de las SVs y generar en
consecuencia un deterioro en la transmision sinaptica. Mas experimentos son necesarios para
evaluar si es que el reciclaje de SVs y el pool RRP se ven afectados en los terminales sinapticos

de neuronas HTZ.
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¢Como la mutacion p.R465W puede afectar la estructura y el funcionamiento de dinamina-2?

El autoensamblaje de dinamina-2 para luego formar estructuras mas complejas como tetrameros
o anillos de dinamina, es crucial para su funcién. En experimentos in vitro, se ha descrito que
mutaciones causantes de MCN, que afectan el DM y el PHD, aumentan la actividad GTPasa de
dinamina-2. Estas mutaciones parecen causar cambios conformacionales en dinamina-2 que
favorecen la formacion de estructuras anulares y helicoidales mucho mas resistentes que las
WT al desensamblaje inducido por la hidrolisis de GTP (Kenniston & Lemmon, 2010; Wang
et al., 2010). Aunque todavia no es del todo claro el efecto que las mutaciones causantes de MCN
tienen en la actividad enzimética de dinamina-2 en el contexto celular, nuestros resultados
previos muestran que la inhibicion farmacoldgica de la actividad GTP-asa de las dinaminas
utilizando dynole 34-2 disminuye significativamente la potenciacion a largo plazo en rebanadas
hipocampales de cerebros de ratdn adulto (Arriagada-Diaz et al., 2020) (Figura 3), similar a lo
que observamos en rebanadas del raton HTZ (figuras 10,11). Esto ultimo sugiere que la mutacion
p.R465W, impacta negativamente en la actividad GTP-asa de dinamina-2. Con respecto a esta
posibilidad, Hinostroza y colaboradores, utilizando simulacién de dinamica molecular,
demostraron recientemente que la sustitucion de una arginina (R) por un triptéfano (W) en la
posicion 465 de dinamina-2 modifica las interacciones de este residuo con otros aminoacidos en
modelos donde se utilizaron dimeros que contenian la mutacion p.R465W. Estos cambios
parecen transmitirse alostéricamente a través de la proteina, ya que la mutacion p.R465W
impacta en las interacciones dinamina-dinamina generando una desestabilizacién indirecta en la
interaccién entre mondmeros via la interfase-2 (figura 2B). Estos cambios, favorecen la
conformacién extendida del BSE en mondmeros mutantes de dinamina-2, lo que repercute en la

formacion de estructuras de orden superior como oligémeros y anillos de dinamina-2 (Hinostroza
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et al., 2020). Esto probablemente afecta su funcion catalitica, y consecuentemente impacta en los
procesos donde se requiere el auto-ensamblaje de la dinamina-2, como la endocitosis y el
remodelamiento de actina. Con respecto a esto ultimo, se demostré recientemente por Lin y
colaboradores que dinamina-2 regula la dindmica de actina en sinapsis periféricas, y de ese modo
controla el desarrollo de la estructura post-sinaptica en las uniones neuromusculares (NMJ) (S. S.
Lin et al., 2020). Segun los autores ésta funcion de dinamina-2 se ve afectada por mutantes que
causan MCN (S. S. Lin et al., 2020) alterando la estructura post-sindptica. Probablemente algo
similar ocurre con las estructuras sinapticas a nivel central, en las sinapsis excitatorias
hipocampales del raton HTZ.

Los resultados de nuestro trabajo podrian aportar valiosa informacion para comprender mejor el
papel de dinamina-2 en la transmision sinaptica excitatoria y en la neuroplasticidad y para
entender el porqué de los defectos del aprendizaje que se manifiestan tempranamente en

pacientes con MCN.
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Proyecciones

Este trabajo pretende ser un aporte en el entendimiento del rol de dinamina-2 en sinapsis
excitatorias, especificamente en su participacion en los mecanismos que subyacen a distintos
tipos de plasticidad sinaptica los cuales repercuten en procesos cognitivos como la memoria y el
aprendizaje. Este trabajo tiene como finalidad, convertirse en un aporte en la investigacion y en la
busqueda de terapias que logren restaurar distintos tipos de defectos observados en individuos
que sufren de MCN, ya que al comprender de qué manera la mutacién p.R465W, la mas comun
causante de MCN, impacta sobre las funciones que desempefia dinamina-2, podremos
profundizar en los mecanismos que producen el fenotipo clinico.

Esperamos que nuestro trabajo, prontamente logre ser complementado con nuevos experimentos
que nos permitan clarificar el rol de dinamina-2 en sinapsis hipocampales. En particular, nos
parece importante conocer los posibles efectos de la mutacién p.R465W en el trafico de AMPAR
y NMDAR en espinas dendriticas, ya que como comentamos anteriormente, el deterioro del
funcionamiento de dinamina-2 debido a esta mutacion, puede llegar a repercutir en la densidad de
estos receptores en las membranas postsinapticas. Otro punto que nos parece importante
dilucidar, son las posibles implicaciones que puede generar la mutacion p.R465W en dinamina-2,
en la liberacion de vesiculas sinapticas y en la maquinaria de recaptura de SVs a nivel
presinaptico. Si bien es cierto que dinamina-2 presenta una mayor expresion a nivel
postsinaptico, nuestros experimentos no son lo suficientemente concluyentes para descartar algun
tipo de deterioro en la liberacion de neurotransmisores desde sinapsis aferentes. Creemos que la
utilizacion de nuevos protocolos electrofisiologicos como la utilizacion de patch-clam, que nos

permita analizar diferencias en eventos espontaneos mEPSP y mEPSC entre nuestros individuos
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de experimentacion, nos permitiria avanzar en esta tarea. Por Gltimo, nos parece interesante
estudiar las posibles implicaciones que puede llegar a tener la mutacion p.R465W en sinapsis
inhibitorias, ya que como sabemos, estas sinapsis presentan una mayor probabilidad de liberacion
y frecuencia de disparo, que permiten el balance necesario para que no ocurra una
sobreexcitacion a nivel sinaptico. Un mal funcionamiento de las dinaminas en este tipo de
sinapsis, tanto a nivel presinaptico como postsinaptico, puede también afectar mecanismos de
plasticidad sinéptica los cuales pueden llegar a repercutir en las funciones cognitivas de pacientes

que sufren de MCN.
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