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|. Abreviaturas



Abreviaturas

ACh: Acetilcolina.

AFDX: Antagonista selectivo para receptor M, muscarinico.

AM251: antagonista de CB1R.

APV o D-APS5: acido D-2-aminofosfonovalerato, antagonista especifico del receptor
NMDA.

Atropina: antagonista competitivo de mACh-R. cAMP: AMP ciclico.

BAPTA: Quelante de calcio.

CB1-R: receptor de endocanabinoides tipo 1. CCK: neuropéptido colecistoquinina.

CNQX: antagonista del receptor AMPA/Kainato.

DHPG: Agonista selectivo para receptores metabotropicos del grupo | (nGIuR1/5)

DSI: depresion inducida por despolarizacién (i.e. Depolarization Suppression of Inhibition).

eCBs: endocanabinoides.

fIPSP: potenciales post-sinapticas inhibitorias de campo.

GABA: acido y-Aminobutirico, principal neurotransmisor inhibitorio.

GABAA -R: receptor ionotrépico de GABA tipo A.



GABAB -R: receptor metabotropico de GABA tipo B.

GABAc-R: receptor ionotropico de GABA tipo C.

iLTD: depresion a largo plazo de sinapsis inhibitorias (i.e. inhibitory LongTerm

Depression).

LCA: liquido cefaloraquideo artificial.

LTD: depresion a Largo Plazo (i.e. Long Term Depression).

iLTP: Potenciacion a largo plazo de sinapsis inhibitorias (i.e. inhibitory LongTerm

potentiation).

LTP: potenciacion a Largo Plazo (i.e. Long Term Potenciation) mACh-R: receptor de

Acetilcolina del tipo muscarinico.

LY36385: Antagonista mGLU-R del grupo 1.

MCPG: antagonista no selectivo para receptores mGlu del tipo | y Il. mGlu-R: receptor

metabotrépico de Glutamato.

MPEP: Antagonista receptor mGLU-R tipo V.

nNACh-R: receptor de Acetilcolina de tipo nicotinico.

PKA: proteina quinasa A (i.e. protein kinase A).

PPR: indice de pulsos pareados (i.e. Paired Pulse Ratio).

PV: Proteina ligando de calcio parvalbumina.



SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

STD: Depresion a corto plazo (i.e. Short Term Depression).
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Resumen

El correcto funcionamiento del sistema nervioso (SN) se debe en gran parte al balance
entre sinapsis del tipo excitatorio e inhibitorio y su capacidad de generar distintas formas
de plasticidad sinaptica, término que hace referencia a la capacidad que posee tanto el
sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP) de adaptarse frente a distintos
requerimientos, tanto ambientales como fisioldgicos. Estas adaptaciones, a nivel celular,
se ven reflejadas en cambios en la eficacia sinaptica, las cuales pueden ser tanto a largo
como a corto plazo. Estos cambios estdn vinculados a procesos cognitivos, como el
aprendizaje y la memoria, los cuales dependen en gran medida de cambios en la eficacia
de la transmision de sinapsis existentes y la generacion de nuevas conexiones.
Numerosas evidencias experimentales han demostrado que diferentes tipos de
neurotransmisores como glutamato, GABA, acetilcolina entre otros, regulan tanto la
eficacia sinaptica como la excitabilidad neuronal. A pesar que estudios cientificos han
demostrado que la interaccion entre el sistema colinérgico y glutamatérgico estan
vinculados en la induccién, expresion y mantencion de la eficacia sinaptica excitatoria, su

papel funcional sobre sinapsis inhibitorias han sido menos estudiados.

En nuestro laboratorio demostramos que la co-activacibn de los receptores para
endocanabinoides y muscarinicos para acetilcolina es capaz de inducir depresiéon a largo
plazo de la transmision GABAérgica en las neuronas piramidales de CAl en hipocampo.
En el presente trabajo utilizando registros de potenciales postsinapticos de campo y de
patch-clamp, hemos demostrado que la activacibn de receptores muscarinicos de
acetilcolina del tipo M1 (m1ACh-R) y metabotrépicos de glutamato, del grupo | (mGlu-
R1/5) son requeridos para inducir una potenciacion a largo plazo en sinapsis inhibitoria
(LTP). Esta potenciacion sinaptica estd determinada por la activacion de proteina G,
probablemente del tipo Gq, de aumento en los niveles de calcio postsinapticos y la
activacion de la calmodulina kinasa-2 (CaMKII). Nuestros resultados sugieren la
existencia de la sefializacion cooperativa entre las vias colinérgicas y glutamatérgicas que
es capaz de inducir potenciacion de sinapsis inhibitorias en hipocampo. De esta manera,
la activaciéon de m1AChR sirve como interruptor metaplastico haciendo competentes a las
sinapsis glutamatérgicas para la generacion de potenciacién a largo plazo de las sinapsis
inhibidoras, mecanismo que puede contribuir de manera importante a los mecanismos

cerebrales que subyacen al aprendizaje y la memoria.
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Introduccion:

El concepto de plasticidad sinptica se refiere al proceso biol6gico mediante el cual un
patron de actividad sinptica especifico cambia la fuerza de las conexiones sinapticas.
Este cambio adaptativo de las sinapsis, ha sido postulado como la base celular del
aprendizaje y la memoria (Morris, 2003; Malenka and Bear, 2004). Trabajando en
hipocampo de conejo Blis y Lomo en 1973, proporcionaron la primera evidencia
experimental en vertebrados de la existencia de cambios persistentes en la eficacia de las
conexiones sinapticas, como consecuencia de la actividad repetida de aferencias
glutamatérgicas (Bliss and Lomo, 1973; Cooke and Bliss, 2006). Bliss y Lomo observaron
gue la estimulacion eléctrica a alta frecuencia de los axones proveniente desde la corteza
entorrinal provocaba un aumento a largo plazo de la amplitud de los potenciales
postsinapticos en células granulares del giro dentado. Este aumento fue denominado
como potenciacion a largo plazo (LTP). A partir de estos trabajos, la mayoria de las
investigaciones se centraron en el analisis de los mecanismos intracelulares que
determinan la plasticidad sinaptica actividad-dependiente en sinapsis Glutamatérgicas.
Aunque las interneuronas tienen un papel clave en la regulacién de la excitabilidad y
eficacia sinaptica de neuronas piramidales (Dingledine and Langmoen, 1980; Chevaleyre
and Castillo, 2004; Kullmann and Lamsa, 2007), sélo en la ultima década el estudio de los
cambios plasticos en las sinapsis GABAérgicas se ha transformado en un importante foco

de estudio para la neurobiologia.

Sinapsis inhibitoria.

La inhibicién neuronal en el SNC, depende en gran medida de la liberacion del acido
gamma-aminobutirico (GABA) y la activacion de receptores GABA. Se conocen tres tipos
de receptores para GABA: ionotropicos; GABA,Yy GABA:. metabotropicos GABAg (Luscher
et al, 2011). En el hipocampo el receptor mas expresado es GABA,, complejo oligomérico
formado por cinco subunidades, que al ensamblarse forman un canal especifico para CI
En estado adulto, la unién de GABA a su receptor, provoca la apertura del canal y el flujo
de iones cloruro hacia el interior celular, como el flujo de cationes de potasio hacia fuera
de la neurona, jugando un papel fundamental en la inhibicion sinéptica rapida (Cortez-
Romero et al., 2011; Sigel and Steinmann, 2012; Vithlani et al., 2011).
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A pesar de la gran diversidad de interneuronas GABAérgicas en el hipocampo (Ascoli et
al., 2008), la mayoria de los estudios se han centrado principalmente en un grupo de
interneuronas que inervan la region somatica de neuronas piramidales en la region de
CA1 del hipocampo, denominadas “Basket cell” o células en canasto, las cuales participan
tanto en la modulacion, integracion de informacion e induccién de plasticidad sinaptica de
circuitos neuronales. Estas interneuronas han sido subdivididas en dos grupos:
interneuronas que expresan una proteina ligante de calcio, clasificadas como
Parvalbuminas PV+ e interneuronas que expresan neuropéptidos de colecistoquinina
denominadas CCK+ (Klausberger and Somogyi, 2008). Esta clasificacion pueden ser
realizada a partir de diferentes parametros, tanto electrofisioldgicos, morfolégicos y
moleculares (Freund and Buzsaki, 1996; Klausberger, 2009). Resulta interesante que a
pesar de que morfolégicamente sean similares, posean caracteristicas electrofisiolégicas
distintas y que diversos neuromoduladores sean capaces de modificar la eficacia sinaptica

diferencialmente en cada grupo de interneuronas (Klausberger and Somogyi, 2008).

Tanto en sinapsis excitatorias como inhibitorias, la plasticidad a largo plazo es un
fendmeno altamente regulado, donde la modificacién de la concentracion de calcio
intracelular y la activacion de varios efectores intracelulares, incluidos distintos tipos de
kinasas, como la CAMKII o fosfatasas son elementos relevantes para la induccién de
plasticidad sinaptica actividad-dependiente. CAMKIl es complejo proteico altamente
expresado en hipocampo, posee dominios estructurales funcionalmente importantes que
incluyen: Un dominio catalitico, un dominio auto-inhibidor, un segmento variable y un
dominio de auto-asociacion (Hudmon et all., 2002). La sensibilidad de la enzima CaMKI! al
calcio y la calmodulina, esta determinada por los dominios variables y auto-inhibidor; el
incremento intracelular de concentraciones de calcio produce la autofosforilacion de la
enzima volviéndola activa (Yang and Schulman. 1999), hasta que el residuo treonina 286,
del dominio auto-inhibidor vuelva a desfosforilarla. La CaMKII, actla fosforilando una
amplia gama de sustratos que estéan involucrados en la transmision sinptica (Colbran et
all., 2004), pudiendo incluso interactuar directamente con receptores GABA, de la
membrana postsinaptica. Esta interaccion puede provocar un cambio en el numero
y/conductancia, lo cual en gran medida parece depender de la fosforilacion de gefirina
componente estructural esencial de sinapsis GABAérgicas (Moss and Smart, 1996;

Brandon er al. 2002; Kittler and Moss, 2003). Ademas se ha demostrado que la aplicacion
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intracelular de CAMKIIl activada generan aumento en las corrientes inhibitorias en
neuronas piramidales de CA1 (Catriona M. et all., 2009). Lo anterior sugiere que CAMKII

puede ser un elemento esencial para aumentar la eficacia sinaptica GABAérgica.

Neuromodulacién de la Plasticidad sindptica inhibitoria

En nuestro laboratorio, se ha mostrado que la eficacia sinaptica de la transmisién
GABAérgica puede depender de la accion de diferentes neuromoduladores vy
neurotransmisores, los cuales son capaces de interactuar entre si generando diversas
formas de plasticidad sinaptica. (Cachope, 2011; Mukherjee and Manahan- Vaughan,
2012; Picciotto et al., 2012). En particular, se demostré que el protocolo, denominado
“spike timing dependent plasticity” (STDP), puede inducir LTP en sinapsis glutamatérgicas
y simultaneamente generar LTD de corrientes postsinapticas inhibitorias. Fenémeno que
requiere aumento de calcio postsinaptico, liberacién de endocanabinoides (eCBs), la
activacion de receptores para endocanabinoides del tipo-1 y la activacion de receptores
muscarinicos del tipo 2, los cuales provocan en la disminucion de la probabilidad de
liberacion de GABA. Intracelularmente, este proceso estaria involucrada la activacién en
la terminal GABAérgica de la adenilato ciclasa/AMPc/proteina kinasa A (Ahumada et al.,
2013). Es relevante el hecho que la transmision GABAérgica también puede ser
potenciada a largo plazo (LTP) (Arianna Maffei, 2011; Pablo E. Castillo, 2012). Los
experimentos iniciales mostraron que esta potenciacion inhibitoria puede ocurrir ocurre en
corteza visual en respuesta a patrones de alta frecuencia de estimulacion (Komatsu and
Iwakiri, 1993), posteriormente estos trabajos de plasticidad GABAérgica se extendieron a
distintas areas del cerebro incluyendo al hipocampo, tronco encefalico y el &rea tegmental
ventral (McLean et al., 1996; S.R. Glaum and P. A. Brooks, 1996; Madhavan et al., 2010;
Nugent et al., 2007). Es destacable que la interaccion de distintos sistemas de
neurotransmisores y neuromoduladores, incluyendo el glutamato y la acetilcolina pueden
modificar la eficacia de la transmision GABAérgica. (Gaiarsa et al 2002; Dominguez et al,
2014, 2015).
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La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que puede modular la transmision sinaptica
excitatoria e inhibitoria en el SNC (Cobb and Davies, 2005; Hasselmo, 1999). Activando
distintos tipos de receptores colinérgicos, la ACh regula la excitabilidad y puede
sincronizar activamente circuitos neuronales. Los receptores para ACh son clasificados en
dos tipos los receptores muscarinicos y receptores nicotinicos (nNACh-R) (Cobb and
Davies, 2005; Lawrence et al., 2006; McQuiston and Madison, 1999; Widmer et al., 2006).
Los receptores del tipo nicotinico, son proteinas pentaméricas compuestas de
subunidades heterdlogas; que actian como canales idnicos, permeando cationes. Si bien
es cierto, existen una gran variedad de nACh-R, en hipocampo encontramos
principalmente, receptores a7 (homomericos), los cuales presentan una gran
permeabilidad a iones calcio, y receptores 0432 (heteromericos), (Alkondon et al., 1997).
Por otro lado, encontramos cinco tipos de receptores para ACh, asociados a proteina G,
del tipo muscarinico (M1 a M5) (Buno et al., 2006; Fernandez- Fernandez et al., 1999;
McQuiston and Madison, 1999). De los cuales, M1, M3 y M5 estdn acoplados a una
proteina del tipo Gq que activa una cascada intracelular mediada por Fosfolipasa C (PLC),
mientras que los subtipos M2 y M4 se encuentran acoplados a una proteina G inhibitoria
(Gi /o), cuya activacioén inhibe la enzima adenilato ciclasa, disminuyendo la actividad de la
proteina kinasa A (Caulfield, 1993; Caulfield and Birdsall, 1998).Recientemente, se ha
demostrado que la activacién de vias colinérgicas combinado con una despolarizacion en
neuronas piramidales puede inducir potenciacién de la trasmision GABAérgica, la cual
parece depender de un aumento en la activacién de la subunidad a5By2 de receptores

GABA hipocampal (Dominguez et al., 2013).

Por su parte glutamato (Glu), actuando sobre de receptores inotrépicos (iGIURS) y
metabotrépicos (mGIuRs), puede modificar la eficacia de la transmision excitatoria e
inhibitoria. Los receptores inotropicos para glutamato, actian como canales de cationes, y
encontramos tres familias, los de N-metil-D-aspartato (receptores NMDA); los de &cido
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (receptores AMPA); y los de kainato
(receptores de kainato). En cuanto a los receptores metabotrépicos de glutamato, existen
siete tipos, los cuales se dividen en tres grupos: el grupo | conformado por los receptores
de los sub-tipos (1 y 5, acoplados a proteina Gg que media la activacién de la PLC, y los
grupos Il (sub-tipos 2-3) y Il (sub-tipos 4- 6 -7 y 8) acoplados a proteina Gi /o que inhibe

la enzima adenilato ciclasa y una disminucion de la actividad de la PKA (Sladeczek et al.,
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1985; Sugiyama et al., 1987). Aunque estd bien establecido que la activacion de
receptores metabotropicos para glutamato puede inducir plasticidad sinaptica a corto y
largo plazo en sinapsis GABAergicas, existe poca informacion que demuestre que la
activacion de receptores mGlu sea capaz de generar potenciaciéon de la trasmision
GABAérgica (Patenaude et al, 2003, 2005).

En nuestro laboratorio se demostré una nueva forma de plasticidad inhibitoria, el cual
depende de la interaccion entre los sistemas colinérgico y de eCBs en la induccion de
iLTD (Ahumada et al., 2013). Recientemente hemos demostrado que la activacion de vias
colinérgicas facilita la induccién de plasticidad sinaptica inhibitoria, lo que se traduce en
una nueva forma de metaplasticidad sinaptica (tesis Magister M. Moreno). En particular se
observo que, la activacion de vias colinérgicas mediante la aplicacion exdgena de ACh,
induce una depresioén a corto plazo (iISTD), interesantemente, si luego de 10 minutos de la
aplicacion de ACh, se activan fibras glutamatérgicas, mediante un protocolo de
estimulacion de alta frecuencia (HFS) o farmacol6gico por la aplicacién de un agonista de
mGIuR del grupo |, es posible inducir potenciacién a largo plazo de la transmision
inhibitoria ILTP (figura la). Resultados obtenidos recientemente en mi unidad de
investigacion, nos muestran que este tipo de ILTP GABAérgica necesita de la asociacion
temporal entre la activacion de receptores M1 para Acetilcolina (m1ACh-R) y mGlu-R;
donde el “priming” generado por la aplicacién de ACh actuaria durante un tiempo
aproximado de 10 minutos; para que se genere un efecto sinérgico al activar los mGlu-R

del grupo | (figura 1b).
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Figura 1: La activacion temporal de las vias colinérgica y glutamatérgicas mediante receptores
metabotropicos induce una iLTP. a) Arriba izquierda, se muestran los registros representativos en cada fase
del protocolo, control (negro), post ACh (rojo) y post HFS (gris). Abajo, grafico del promedio de las
amplitudes de los fIPSP en funcién al tiempo (n=7), en el cual se muestra la aplicacién en bolo de ACh (5
uM) (flecha roja) y 10 minutos después la aplicacion del protocolo de HFS (flecha gris) en la region del
stratum radiatum (fibras glutamatérgicas), hacia la derecha sse muestran los graficos de barra promedios
representativos para los fIPSP y PPR durante las distintas fases del protocolo. b) Grafico de barras en el
cual se observa el tiempo donde la ACh es capaz de actuar como priming para generar el fenémeno de iLTP,

luego de activar fibras glutamatérgicas. De esta manera, observamos que la actividad catalizadora de la ACh

actuara durante un tiempo aproximado de 10 min.

15



V. Planteamiento del problema

16



Planteamiento del problema

El fendbmeno de plasticidad sinaptica es un proceso neurobiol6gico que permite explicar
cambios adaptativos, de conducta y procesos patoldgicos. La mayoria de los estudios
sobre los mecanismos celulares que controlan diversas formas de plasticidad sinaptica se
han centrado principalmente en sinapsis del tipo Glutamatérgicas de varias estructuras
cerebrales (Malenka and Bear, 2004; Malinow and Tsien, 1990; Zhou et al., 2004), siendo
menos estudiado los mecanismos celulares que subyacen a la neuromodulacion de la
plasticidad sinaptica GABAérgica. Procesos intracelulares vinculados a plasticidad
sinaptica, estan relacionados al aumento o disminucién en la concentracion de Calcio, el
cual podria activar diversos complejos proteicos, como la CaMKIl, quien podria estar
participando en la induccién de plasticidad sinptica inhibitoria. En nuestro laboratorio,
hemos mostrado que la activacion de receptores M1 de acetilcolina y metabotropicos de
glutamato del grupo |, son requeridos para inducir un tipo de potenciacion a largo plazo
(LTP) GABAérgica, fendbmeno que requiere una asociacion temporal entre la activacién de
las vias mediadas por acetilcolina y glutamato, contribuyendo esta ultima, en un aumento
de la eficacia en la induccion de la iLTP. Sin embargo alun desconocemos los

mecanismos postsinapticos que determinan la potenciacion GABAérgica a largo plazo.
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V. Hipotesis y objetivos.
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Hipoétesis

“La potenciacién a largo plazo GABAérgica depende del aumento de calcio intracelular y

la activacion de la CaMKII”.

Objetivo general

Determinar si el aumento de calcio y la activacion de CaMKII participan en la induccién de

potenciaciéon GABAérgica a largo plazo.

Objetivos especificos

e Determinar si la induccion de ILTP es dependiente del aumento de calcio

postsinaptico intracelular.

e Establecer sila induccion de iLTP depende de la activacion de CAMKII
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V1. Materiales y metodos.
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Materiales y métodos

Para estudiar los mecanismos intracelulares por los cuales se lleva a cabo este tipo de
potenciacion a largo plazo GABAérgica, se utilizaron tanto técnicas farmacoldgicas y

electrofisiolégicas en registros inhibitorios de campo y patch-clamp.

Animales: Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, las cuales fueron sacrificadas entre los
20-30 dias post-natal, para la obtencion de rebanadas de hipocampo. Para la obtencion
de rebanadas transversales de hipocampo, los animales fueron sacrificados por
decapitacién, previamente anestesiados con isoflurano (anestésico inhalatorio), una vez
obtenido el cerebro, mediante craneotomia (en el menor tiempo posible, generalmente
menos de un minuto), se sumergié en liquido cefalorraquideo artificial (LCA, esta
compuesto por: 124.00 NaCl, 2.69 KCI, 1.25 KH2PO4, 2.00 Mg2S04, 26.00 NaHCO3,
2.00 CaCl2 y 10.00 Glucosa, todas ellas en unidades de concentracion mM) a 4°C. Luego
de la extraccion, el cerebro fue cortado en una zona anterior y posterior (Figura 2), para
luego ser fijado a la camara de corte, con una orientacion coronal-frontal, utilizando
pegamento cianocrilato. Posterior al proceso de fijacion, el cerebro fue nuevamente
sumergido en LCA a 4°C siendo constantemente burbujeado con gas carbdgeno (95% O,
y 5%CO02). Las rebanadas de hipocampo se obtuvieron utilizando un vibratomo
motorizado (Campden instruments, model MA752 Leicester, England). Con un grosor de
350 um. Las rebanadas obtenidas se traspasaron a una camara de incubacién donde se
mantuvieron en LCA a temperatura ambiente (23-25°C) y pH de 7.4, para posteriormente

realizar registros electrofisiolégicos de campo y patch-clamp.

Figura 2: cerebro de rata obtenido por craneotomia, las lineas rojas muestran los cortes realizados previos

a lafijacion en la cdmara de corte.
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Farmacologia

Ya que nuestra investigacion se centr6 en la transmision inhibitoria GABAérgica, se
utilizaron antagonistas especificos para receptores inotropicos de glutamato (NMDA-R y
AMPA-R) los cuales fueron APV (10uM) y CNQX (10uM) respectivamente, nuestros
experimentos se realizaron en presencia de AM251 (10uM), agonista inverso de
receptores de endocannabinoides del tipo 1 (CB1-R). Estas fueron las drogas presentes
como base en cada una de nuestros protocolos. La aplicacion de nuevas drogas se
utilizaron en experiencias en particular para responder preguntas especificas dentro de
nuestra investigacion, ya sea para identificar el tipo de receptores presentes en este
fendmeno o para determinar los mecanismos intracelulares por los cuales se genera este

tipo de potenciacion a largo plazo. (Tabla n°1).

Farmaco Funcién Concentracion

APV Antagonista receptor inotrépico de glutamato (AMPA-R). 10 uM
AM251 Agonista inverso eCBs-R 10 uM
CNQX Antagonista receptor inotrépico de glutamato (NMDA-R). 10 uM

Acetilcolina Activacion de receptores tanto nicotinicos como muscarinicos. 5 uM
DHPG Agonista selectivo para grupo | de mGlu-R. 50 uM
AFDX Antagonista selectivo para mACh-R tipo 2. 10 uM
MPEP Antagonista selectivo para mGlu-Rs. 4 uM

LY368385 Antagonista selectivo para receptor mGlu-R del grupo . 100 uM
Actinomicina inhibidor de la transcripcion del ADN 25 uM
Atropina Antagonista genérico de receptores muscarinicos. 1uM
MCPG Antagonista no selectivo para mGlu-R. 50 uM
BAPTA Quelante de calcio 20uM
KN93 Bloqueador del complejo CAMKII 10um

Tabla n°1: Farmacos utilizados para realizar registros electrofisiologicos de campo y patch-clamp, junto a

su funcién y concentracion respectiva
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Electrofisiologia

Como se menciond anteriormente, se realizardn experimentos electrofisiolégicos en
campo, para analizar y registrar la actividad de poblaciones neuronales, en este caso la
region CA1 de hipocampo y registros de patch-clamp, utilizando técnicas de fijacion de
voltaje, para analizar cambios y registrar la actividad neuronal de manera individual.
Durante nuestros experimentos se utilizé un electrodo de estimulacién y uno de registro,
ambos posicionados en “stratum pyramidale” para estimular y registrar la actividad
inhibitoria (Figura. 3). Durante todos los protocolos las rebanadas de hipocampo fueron

perfundidas en LCA a temperatura ambiente (23-25°C).

_RECORD

CA1 Pyramidal neurons

Figura 3: Montaje experimental para registros de neuronas en la region CA1 hipocampal, tanto

para protocolos electrofisiol6gicos de patch- clamp como de campo
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Registros de Patch-clamp.

La técnica de Patch-clamp, fue utilizada en su configuracién célula entera (whole cell),
usando micropipetas de registros hechas de vidrio boro-silicato, con un didmetro externo-
interno: 1.5-0.84 mm; en cuyo interior iba posicionado el electrodo de plata clorurado
(Ag/AgCI). Las pipetas se fabricaron utilizando un puller (Sutter Instrument Co., P-97) y
llenadas con la solucion intracelular correspondiente (ver soluciones de registro), la
resistencia de las pipetas se encontraba en un rango de 4-6 MQ. El electrodo de registro
se encontraba conectado a un amplificador EPC-7 (HEKA instuments). Los experimentos
realizados, se llevaron a cabo mediante la fijacion de voltaje (i.e: voltaje holding; Vh),
ajustandolo al potencial de reversion de las corrientes glutamatérgicas para el registro de
las corrientes inhibitorias postsinapticas (IPSCs) (0.5+0.9 mV). Las neuronas parchadas,
solo fueron registradas cuando la resistencia del sello era superior a 1 GQ y que la
resistencia en serie no cambiase mas de un 20% durante el experimento. Los registros
fueron filtrados a 3 KHz y muestreados entre 6 y 10 KHz, a través de un conversor

analogo-digital (ITC-16; Intrutech) y guardados en software Pulse Fit (Heka Instruments).

Registro electrofisiolégico de campo.

Registros de potenciales postsinapticos de campo, se realizaron en presencia de
antagonistas para receptores inotrépicos de glutamato (10uM APV y 10uM CNQX). Los
cuales fueron obtenidos utilizando un electrodo concéntrico (platino/iridio, FHC Inc.), el
cual fue posicionado en el “stratum pyramidale” de hipocampo. Las pipetas para realizar
los registros extracelulares (vidrio boro-silicato, 2-4MQ y llenadas con LCA) fueron
posicionadas también en “stratum pyramidale”y conectadas a un amplificador (P-5 Series,
Grass), con una ganancia de 10,000x, filtro LP de 3.0 KHZ y un filtro HP de 0.30 Hz.
Ademds, Los registros de campo se llevaron a cabo en una camara de registro utilizando
una lupa (stereoscopic zoom microscope SMZ-2, NIKON, Japan), instrumentos montados
sobre una mesa anti-vibratoria y dentro de una camara de Faraday, con el fin de aislar

toda transmision externa a la zona de registro
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indice de Pulsos Pareados (PPR)

El estudio de la variacion de amplitud de los fIPSP y IPSC, se realiz6 utilizando la prueba
de razén por pulsos pareados. Protocolo que nos sugiere conocer si los cambios durante
nuestra experimentacion son a nivel pre o post-sinapticos. Este protocolo consta de dos
pulsos eléctricos de igual magnitud, separados por un intervalo de tiempo de 60-80 ms.
Como se ha explicado anteriormente, nuestro estudio se centra en la transmision
inhibitoria, que se caracteriza por poseer una PPR que presenta una alta probabilidad de
liberacion, en donde la primera respuesta generada por el primer pulso es de mayor
amplitud que la segunda respuesta, este indice es calculado mediante la siguiente

formula:

PPR = 1- (R2/R1) 1)

Donde R1 y R2 son los picos de amplitud de la primera y segunda corriente inhibitoria,
respectivamente. Este indice nos permitié observar si se producen cambios a nivel pre-

sinaptico durante el transcurso de los ensayos experimentales.

25



VII.

Resultados
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Amplitud IPSC (%)

Resultados

Induccién de laiLTP a nivel de célula Unica.

Existen evidencias sobre una nueva forma de plasticidad sinaptica a largo plazo de la
transmision GABAérgicas inducida por la activacion de mACh-R y mGlu. (Figura 1); sin
embargo, para estudiar los mecanismos intracelulares vinculados a este fenémeno de
iLTP, se realiz6 el mismo protocolo anteriormente descrito pero a nivel de célula Unica,
mediante la técnica de patch-clamp. Al igual que en los registros de campo inhibitorios se
aplicod ACh (5 uM) en bolo y luego de 10 minutos se aplicé un agonista de los mGlu-R del
grupo |, DHPG (50uM), perfundido constantemente con AM251. De esta manera, se
puede observar que este protocolo, a nivel de célula Unica, es capaz de inducir un
aumento de la amplitud de las IPSCs (figura 4a), obteniendo los siguientes valores: 100.2
+ 0.6% (control), 90.40 + 0.9% (post ACh), 160.2 £ 2.2% (post DHPG). Adicionalmente no
se observaron variaciones en la PPR de sinapsis inhibitorias: 117.6 £ 13.0 % en control,
116.1 £ 14.8 % post ACh, 108.6 + 11.4% post DHPG. Mediante el uso de antagonistas
genéricos tanto para los receptores mACh-R y mGlu-R (atropina y MCPG), se corrobora la
gue la activacion de estos receptores metabotrépicos es requerida para la induccién de

este fendmeno de plasticidad inhibitoria (figura 4b).
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Figura 4: iLTP inducida a nivel de célula Unica, mediante solucion intracelular de gluconato de Cesio. En
a, izquierda arriba, registros representativos para las fases: control (negro); post ACh (rojo); post DHPG
(azul). Izquierda abajo, gréafico de los promedios de la amplitud de los IPCS en funcién al tiempo, durante las
fases de aplicacién en bolo de ACh (flecha roja), 10 minutos después aplicacion en bolo de DHPG (flecha
gris). Derecha, gréaficos de barra en porcentaje tanto para las variaciones de los IPSC y PPR durante todas
las fases del protocolo de induccion de iLTP. En b, uso de antagonistas genéricos para los receptores
metabotropicos ACh y Glu, izquierdaa se muestra el grafico promedio de los fIPSP en el experimento de
perfusién continua con Atropina (n=4) versus el tiempo, en él se muestran los tiempos en los cuales fue
aplicado el bolo de ACh (fleha roja) y DHPG (flecha gris), abajo se muestran los grafico de barras
representativos tanto para los fIPSP como PPR durante las fases del protocolo. Derecha, grafico promedio
de la amplitud de los fIPSP, durante la perfusion continua de MCPG (n=6) versus el tiempo, abajo se

muestran los gréficos de barra representativos para fIPSP y PPR durante las fases del protocolo.

La Potenciacion sinaptica inhibitoria depende del aumento de calcio intracelular y la

activacion del complejo CAMKII .

La gran mayoria de los procesos intracelulares vinculados a plasticidad sinaptica, estan
relacionados con variaciones en la concentracién de Ca®" intracelular. Debido a esto, que
nos propusimos determinar si la induccion de iLTP mediada por ACh, era un fenémeno
Ca?* dependiente. Para ello aplicamos el mismo protocolo de induccion de iLTP (figura 4a)
pero esta vez la solucion intracelular de registro contenia un quelador de Ca?*, BAPTA
(20mM). Como se observa en la figura 5, la aplicacién de ACh y DHPG es incapaz de
inducir iLTP. Asi, la amplitud de los IPSC son similares: 101.0 + 2.5% en control; 104.4 +
3.2 % post AChy 104.3 £ 2.1 % post DHPG) p< 0.05, n=4.

Adicionalmente, determinamos que BAPTA no induce cambios a nivel presinaptico. Asi, el
analisis de la PPR, mostr6 que la probabilidad de liberacion de GABA se mantiene
constante durante todo el experimento: 100.0 + 2.3 (control); 96.59 + 4.1 % (post ACh);
96.56 + 6.1% (post DHPG) n=3 (figura 5).
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Figura 5: La iLTP mediada por ACh, es un mecanismo de plasticidad sinaptica inhibitoria Ca®*
dependiente. Izquierda, grafico que muestra el promedio de la amplitud de los IPSC en funci6n al tiempo,
durante las fases del protocolo (bolo de ACh, flecha roja; bolo de DHPG, flecha gris), estos experimentos
fueron realizados bajo la presencia de perfusion continua de AM251 y BAPTA disuelto en la solucién
intracelular de registro de gluconato de Cesio (ver tabla 1). Derecha, gréficos de barra de los porcentajes de
variacion tanto para los IPSC, como PPR durante las fases del protocolo.

El proceso de potenciacion a largo plazo (LTP) es un fendmeno altamente regulado donde
el sistema de segundos mensajeros intracelulares, juega un rol fundamental,
especialmente aquellos que son dependientes de iones calcio. Una de estas enzimas, es
la calcio-calmodulina quinasa de tipo Il (CaM-KII) que desempefia un papel importante en
la plasticidad sinaptica. Los ratones transgénicos a los que se ha eliminado el gen que
codifica para CaM-KIl presentaban claros déficits en su capacidad para inducir LTP en
hipocampo (Cooke and Bliss, 2006; Silva et al., 1992). De esta manera, nos propusimos
determinar si la induccién de esta forma de plasticidad sinaptica inhibitoria es dependiente
de la actividad del complejo CAMKII. Realizamos el mismo protocolo descrito

anteriormente pero esta vez utilizando un bloqueador del complejo proteico CAMKII, KN-
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93 (10uM) disuelto en la solucién de registro intracelular. Los resultados muestran que

bajo el bloqueo de la CAMKII la aplicacién de ACh y DHPG no modifica la amplitud de las
IPCS. Asi, los valores obtenidos fueron: 100.0 + 2.5% (control); 102.8 + 0.6 % (post ACh) ;
100.8 £ 1.5 % (post DHPG), n=4 (figura 6). De manera similar los valores de la PPR no
sufrieron mayores cambios: 100.0 + 1,0 % (control); 100.1 £ 3.4 % (post ACh); 99.5 + 2.7
% (post DHPG), n=3 (figura 6).
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Figura 6: La iLTP necesita de la activacion del complejo CAMKII. lzquierda, grafico que muestra el
promedio de la amplitud de los IPSC en funcion al tiempo, durante las fases del protocolo (bolo de ACh,
flecha roja; bolo de DHPG, flecha gris), estos experimentos fueron realizados utilizando KN-93, disuelto en
la solucion intracelular de registro de gluconato de Cesio (ver tabla 1). Derecha, graficos de barra de los
porcentajes de variacion tanto para los IPSC, como PPR durante las fases del protocolo.
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LaiLTP depende de la transcripcidn génica.

El proceso de LTP tiene dos fases; una fase temprana y una fase tardia. La primera fase
requiere el tréfico de proteinas a través de la membrana sinptica pero no la sintesis de
nuevas proteina (Bliss and Collingridge, 1993; Malenka and Bear, 2004). La fase tardia de
la LTP depende de la sintesis de nuevas proteina y, por tanto, de la activacion de ARNm
(Frey et al., 1988;Patterson et al.,, 2001). Para determinar si este fenébmeno de iLTP
depende de la transcripcién de nuevos genes, registramos los fIPSP y aplicamos un
protocolo similar a los descrito anteriormente (ACh y DHPG aplicados un intervalo de 10
minutos), pero en presencia de un bloqueador de la transcripcion, actinomicina (25 uM).
Los resultados muestran una potenciacion de la fIPSP, se mantiene solo durante los
primeros 30 minutos luego de la aplicacion de DHPG, volviendo a valores similares al
control, (Figura 7). Los valores alcanzados fueron 104.0 + 2.5% (control); 104.4 + 1.4 %
(post ACh); 129.1 + 3.8 % (post DHPG, 30 min.); 107.2 £ 3.5 % (post DHPG, 60 min), n=>5.
Ademas observamos que durante todo el experimento no hubo variaciones de la PPR,
cuyos valores alcanzaron 100.0 = 0.1% en control, 100.5 + 0.8 % post ACh, 96. 68 + 3.1
% post DHPG, 30 miny 101.2 + 2.9 % post DHPG, 60 min.
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Figura 7: El fenémeno de iLTP, depende de la transcripcion de nuevos genes. Arriba izquierda, se
muestran los registros representativos en cada fase del protocolo, control (negro), los primeros 30 minutos
luego de la aplicacion de DHPG (rojo) y los dltimos minutos 30 minutos luego de la aplicacion de DHPG
(azul). Abajo, grafico del promedio de las amplitudes de los fIPSP en funcién al tiempo (n=6), en el cual se
muestra la aplicacion en bolo de ACh (5 uM) (flecha roja) y 10 minutos después la aplicacion en bolo de
DHPG (flecha gris), en la presencia continua de actinomicina. Derecha, gréaficos de barra, tanto para el

promedio de los fIPSP, como la PPR durante todas las fases del protocolo.
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Discusidn

En este trabajo presentamos evidencia experimental que sugiere que la potenciacion a
largo plazo de la transmision inhibitoria hipocampal dependiente de activacién de
receptores metabotropicos de ACh y glu, que requiere a nivel postsinaptico de un

aumento de Calcio intracelular y la activacion de la CaMKII.

ACh es capaz de generar distintas formas de plasticidad sindptica, principalmente en
sinapsis excitatorias. En el presente trabajo mostramos que la ACh, posee una funcién de
“primer’, que actua durante un tiempo determinado (10 minutos aproximadamente)
preparando a la neurona postsinaptica, para la induccion de iLTP (figura 1). A nivel
postsinaptico, los receptores M1 de acetilcolina, se encuentran acoplados a una proteina
del tipo Gg, la cual activa una cascada intracelular mediada por Fosfolipasa C (PLC)
(Caufield, 1993; Hulme Ec, 1990), proceso que estaria vinculado a un aumento en el
calcio intracelular, proveniente desde reservorios intracelulares, mediado por la liberacién
de un segundo mensajero (IP3), (Mak & Foskett, 2014; Seo, Enomoto, Ishiyama,
Stathopulos, & Ikura, 2014). Diversos trabajos han mostrado que los reservorios
intracelulares de Calcio desde el RE y la liberaciéon de calcio inducida por Calcio (LCIC)
desde estos depdsitos intracelulares, pueden contribuir a la induccion y mantencion de la
potenciacién de sinapsis excitatorias en el SNC. Ademas, la activacion de M1, induce una
disminucién en las conductancias de K*, que puede generar una mayor despolarizacion
celular a nivel post-sinaptico (Bell, Bell, & McQuiston, 2013; Kruse, Hammond, & Hille,
2012), promoviendo la apertura de canales de Calcio dependiente de voltaje y el

consiguiente aumento de Calcio intracelular.

Ahora bien, la activacion de estos receptores M1 no son capaces por si solos de inducir la
iLTP, ya que parecen requerir de una asociacibn temporal con otros sistema
neuromoduladores, en nuestro caso del glutamatérgico. En este contexto los receptores
mGlu-R del grupo | (IMGLU-R;; mGlu-Rs), expresados a nivel postsinptico, los cuales
estan acoplados a proteina G, via fosfolipasa C (Cohen and Abraham, 1996; Cohen et al.,
1998) estarian jugando un rol fundamental, generando un efecto sinérgico y “potenciando”
la via de sefalizacién intracelular previamente activada por los receptores M1 de

acetilcolina.
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Debido a que la activacion de receptores M1 y mGlu del grupo | desencadenan un
aumento del calcio intracelular, el paso siguiente fue estudiar si esta forma de
potenciacion es un fenémeno dependiente o independiente de calcio, para ello realizamos
el protocolo de induccién de iLTP en registro de célula Unica, y utilizamos un quelador
rapido de calcio, BAPTA, a nivel intracelular (figura 5). Bajo estas condiciones

observamos que la induccién de iLTP fue blogueada totalmente.

El aumento de Calcio intracelular, activaria un complejo proteico CAMKII, pudiendo
modular la actividad de canales idnicos y otras proteinas quinasas implicadas en la
transmisién sinaptica e importantemente en el trafico de receptores post-sinapticos,
evento necesario para la expresion y mantencion de la potenciacién sinaptica (Cuitino et
al., 2010; Malenka et al., 1989; Malinow et al., 1989). De esta manera, CAMKII parece
juega un rol fundamental en este forma de iLTP, pues al bloquear este complejo proteico
utilizando KN-93 (figura 6), la potenciacién a largo plazo no se produce. En nuestros
experimentos la activacion de CAMKII podria estar participando en la sintesis e insercién
de receptores GABA, en la membrana post-sinaptico. El analisis de PPR vy los
experimentos realizados con BAPTA, nos sugieren que éste es un fenémeno es
esencialmente post-sinaptico, el cual podria deberse a un aumento en la expresién de
receptores y/o un aumento en la conductancia de estos fenédmeno que debemos analizar

en profundidad.

La potenciacion a largo plazo (LTP) tiene dos fases. Una fase temprana que requiere el
trafico de proteinas a través de la membrana sindptica pero no la sintesis de nuevas
proteina (Bliss and Collingridge, 1993; Malenka and Bear, 2004). Y una fase tardia que
depende de la sintesis de nuevas proteina y, por tanto, de la activacion de ARNm (Frey et
al., 1988; Patterson et al.,2001). Mientras que la primera fase de la LTP es transitoria, la
segunda fase consiste en un proceso altamente regulado, con sus propios mecanismos
de control, que llevan a la consolidacion de cambios sinapticos (Bramham and Messaoudi,
2005). Aunque es preliminar, es interesante el hecho que nuestros resultados sugieran
gue esta forma de plasticidad requiera expresion génica y traduccion proteica (figura 9).
La mantencién de LTP, requiere ademas de la sintesis de proteinas. Se determin6é que
anisomicina, un inhibidor de la sintesis de proteinas, podia bloquear el establecimiento de

la potenciacién a largo plazo en hipocampo (Frey et al. 1988). De esta manera, se
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propone para experimentos futuros determinar si en esta forma de plastidiad inhibitoria es

requerida la sintesis de proteinas.

En conjunto nuestros resultados sugieren que la activacion de mACh-R, seguido por la
aplicacion de un protocolo de alta frecuencia en las colaterales de Schaffer o activacién
farmacoldgica de mGIuR, induce potenciacion a largo plazo de sinapsis GABAérgicas de
la regibn de CA1l del hipocampo. Este mecanismo cooperativo de dos sistemas de
neurotransmisores puede proveer un mecanismo sinaptico, mediante el cual la plasticidad
de sinapsis inhibitorias puede modular diferentes funciones cognitivas como el
aprendizaje y memoria. Actualmente es aceptado que la neuromodulacion GABAérgica es
fundamental para la sincronizacion neuronal y el correcto funcionamiento de diferentes
circuitos cerebrales (Field et al., 2011; Lewis et al., 2008) y alteraciones en la transmision
GABAérgica, estan estrechamente vinculados a varios trastornos neuro-psiquiatricos tales
como la esquizofrenia, epilepsia y depresion (Ford et al., 2007; Ford and Mathalon, 2008).
Debido a que la actividad sincrénica entre distintos sistemas moduladores (ACh, eCBs,
Glu), son capaces de aumentar o disminuir la eficacia sinaptica de la transmisién
inhibitoria (Ahumada et al., 2013; Dominguez et al., 2014), es relevante determinar el
papel de los receptores de membrana y mecanismos celulares que subyacen a estas
formas de plasticidad sinaptica de la transmisién inhibitoria, ya que estos podrian ser un
blanco terapéutico, para diversas enfermedades neurodegenerativas y heuro-

psiquiatricas.
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Conclusiones.

A partir de nuestros resultados podemos concluir que:

1. La LTP GABAérgica mediada por el sistema colinérgico, requiere de la activacion
de receptores muscarinicos del tipo M1 y mGlu del grupo I.

2. Este fendbmeno de plasticidad sindptica inhibitoria, necesita de la activacion de
proteinas G, del tipo Gq y del consiguiente aumento en los niveles de Ca*".

3. Elfenémeno de iLTP, necesita la activacion del complejo proteico CAMKII

4. Debe existir una asociacién temporal (en una ventana temporal de no mas de 10
minutos) entre la activacion de receptores M1 de acetilcolina y metabotrépicos de
glutamato, para la induccion de la iLTP.

5. La mantencion de la iLTP, depende de la transcripcion génica.

Los resultados presentados en este trabajo, presentan un fendémeno de plasticidad
sinaptica GABAérgica, el cual muestra como dos sistemas neuromoduladores (colinérgico
y glutamatérgico) son capaces de interactuar y aumentar la eficacia sinaptica inhibitoria en
hipocampo de rata. A partir de este trabajo se abren nuevas interrogantes, como: ¢ Este
tipo de iLTP necesitara de la activacion de la fosfolipasa C (PLC)?, ¢la iLTP, depende de
insercion o difusion lateral de receptores GABAL?, ¢ Existe un cambio en las subunidades
de los GABAs-R?, ¢La endocitosis de receptores GABA participa en la inducciéon o
expresion de esta forma de iLTP?
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Figura8: Esquema representativo del mecanismo intracelular propuesto que explicaria este fenémeno de
potenciacion a largo plazo en este tipo de sinapsis GABAérgica; por medio de interneuronas que inervan la
regién somatica de neuronas piramidales en la region CA1 del hipocampo. Donde la cascada rio abajo luego

de la activacion de mACh-R y mGlu-R, estaria asociado a la activacién de PLC, proceso que estaria
vinculado a la liberacion de Ca?*intracelular. La liberacién de este ion activaria a CaMKII quien estaria
participando en la fosforilacion de receptores GABA,, cambiando su conductancia o aumentando la

insercion de estos receptores en la membrana postsinaptica.
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Los costos asociados a esta tesis, estan vinculados con los siguientes proyectos:

- Fondecyt 1130614 Marco Fuenzalida.

- Fondecyt 1130491 Christian Bonansco.

- Nucleo milenio: NUmind NC 130011 Marco Fuenzalida.
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