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Resumen

El hipocampo es una importante estructura del sistema nervioso central que anatémica y
funcionalmente se puede dividir en un area dorsal, principalmente relacionada con los procesos
cognitivos como en el aprendizaje y la memoria espacial y en un area ventral que tiene una mayor
participacion en los procesos emocionales. El papel que juegan las interneuronas GABAérgicas es
esencial para que los circuitos neuronales funcionen correctamente en las diferentes estructuras del
cerebro incluido el hipocampo. La eficacia sinaptica de estas interneuronas inhibitorias es finamente
regulada por diversos neuromoduladores para una adecuada integracion de la informacién. En las
Gltimas décadas han cobrado un gran interés las moléculas neuromoduladoras de origen lipidico
como las prostaglandinas (PGs). En el sistema nervioso, las PGs generan modificaciones en la
eficacia sinaptica excitatoria e inhibitoria a través de la activacion de distintos receptores
metabotrdpicos. Una de las PGs mas abundante y estudiada es la prostaglandina Ez2 (PGEy), la cual
activa cuatro receptores metabotrdpicos (EP1.4) de siete dominios transmembrana que se encuentran
acoplados a proteina G. En el hipocampo, los receptores para PGE: se expresan tanto a nivel pre
como post-sinaptico y se ha descrito que la activacién del receptor EP2 induce un aumento de la
probabilidad de liberacién de glutamato sobre las neuronas piramidales del area de CAl. En
experimentos previos de nuestro laboratorio encontramos que la PGE2 deprime la transmisién
sindptica inhibitoria. Sin embargo, se desconoce el mecanismo celular de la PGE2 para modular la
eficacia sinaptica GABAérgica. Por lo tanto, decidimos estudiar el efecto de la PGE: sobre la
transmision inhibitoria en el hipocampo dorsal, el cual se encuentra principalmente relacionado a los
procesos cognitivos. Para cumplir con este objetivo, utilizamos técnicas de electrofisiologia y
farmacologia para estudiar el efecto de la PGE: sobre la eficacia sinaptica GABAérgica en las
neuronas piramidales de la regién de CA1l del hipocampo dorsal de ratas. Los experimentos
realizados en este trabajo indican que la PGE2 genera una depresion de la sinapsis GABAérgica por
medio de la activacion de mecanismos tanto pre como post-sinapticos. Lo que sugiere que la
aplicacion de la PGE:2 disminuye tanto la probabilidad de liberacion como el nimero o conductancia
de los receptores ionotrépicos GABAa. Nuestros resultados, adicionalmente muestran, que el
receptor EP3 participa de la modulacién de la eficacia sinaptica inhibitoria en el hipocampo dorsal,
deprimiendo la sinapsis GABAérgica en el circuito hipocampal. Estos datos son importantes para
comprender los mecanismos celulares involucrados en el procesamiento de la informacién en el
hipocampo dorsal y los procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria que dependen de esta

estructura.



Summary

The hippocampus is an essential structure of the central nervous system that, anatomically
and functionally, can be divided into a dorsal area, mainly related to cognitive processes such as
learning and spatial memory, and in a ventral area with greater participation in emotional processes.
The role played by GABAergic interneurons is crucial for neural circuits to function correctly in the
different structures of the brain, including the hippocampus. Various neuromodulators finely regulate
the synaptic efficacy of these inhibitory interneurons for adequate information integration. In recent
decades, neuromodulatory molecules of lipid origin, such as prostaglandins (PGs), have gained
significant interest. In the nervous system, PGs, through the activation of different metabotropic
receptors, generate modifications in excitatory and inhibitory synaptic efficacy. One of the most
abundant and studied PGs is prostaglandin E2 (PGE-2), which activates four metabotropic receptors
(EP1-4) of seven transmembrane domains coupled to a G protein. These receptors are expressed pre-
synaptic and post-synaptic in different brain structures, such as in the hippocampus. In the
hippocampus, PGE: receptors have expressed both pre and post-synaptic. Furthermore, the PGE.,
through activation of the EP2 receptor, increases the probability of glutamate release on pyramidal
neurons in the CALl area. In previous experiments in our laboratory, we found that PGE2 depresses
inhibitory synaptic transmission. However, the cellular mechanism of PGE2 to modulate GABAergic
synaptic efficacy is unknown. To this goal, we used electrophysiology and pharmacology techniques
to study the effect of PGE2 on GABAergic synaptic efficacy in pyramidal neurons in the CA1 region
of the rat dorsal hippocampus. The experiments in this work indicate that PGE2 generates a
depression of the GABAergic synapse through the activation of both pre-and post-synaptic
mechanisms. Additionally, this data suggests that the application of PGE2 decreases both the release
probability and the number or conductance of ionotropic GABAA receptors. Our results also show that
the EPs receptor modulates the inhibitory synaptic efficiency in the dorsal hippocampus, depressing
the GABAergic synapse in the hippocampal circuit. These data are crucial for understanding the
cellular mechanisms involved in information processing in the dorsal hippocampus and the cognitive

processes such as learning and memory that depend on this structure.
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1-Introduccion

1.1- Hipocampo: circuito y funcion

El hipocampo (HPC), es una estructura cerebral esencial para los procesos cognitivos como
el aprendizaje y la memoria (Andersen et al., 2007; Braak et al., 1996; Eichenbaum et al., 1996,
2007). El HPC esta formado por el cornu ammonis (CA), el cual se subdivide en 3 principales areas
(CAl, CA2 y CA3) y en conjunto con el giro dentado, la corteza entorrinal y el subiculum se
denominan la formacion hipocampal, que se encuentra en el I6bulo temporal medial (Andersen et al.,
2007). Por otra parte, el HPC también puede ser subdivido en relaciéon con su ubicacién en el eje
dorsal-ventral (posterior-anterior en primates) en las zonas dorsal, intermedio y ventral (HPCd, HPCi
y HPCv, respectivamente). Tanto en el HPC dorsal como ventral, las neuronas piramidales son el
principal grupo de células de tipo excitatorio en el area de CA1 (Andersen et al., 2007; Eichenbaum
et al., 2007; Knowles, 1992). Sin embargo, se ha descrito que las células hipocampales a lo largo de
este eje se diferencian en su morfologia, expresion génica y propiedades electrofisioldégicas (Dong
et al., 2009; Fanselow and Dong, 2010; Malik et al., 2016; Milior et al., 2016). Adicionalmente, las
conexiones del HPC dorsal y ventral con otras estructuras cerebrales también son diferentes y se
relacionan con sus respectivas funciones (Fanselow and Dong, 2010). Las neuronas piramidales del
area de CA1 dorsal envian proyecciones principalmente hacia el subiculum dorsal (Amaral et al.,
1991; van Groen and Wyss, 1990; Witter and Groenewegen, 1990; Witter and Amaral, 2004). Las
neuronas de ambas areas proyectan sus axones hacia la corteza retroesplenial y la corteza del
cingulo anterior (Cenquizca and Swanson, 2007; Risold and Swanson 1996; van Groen and Wyss,
2003) ambas areas cumplen un papel importante en el procesamiento cognitivo de la informacion
visual-espacial y en la exploracién del medio ambiente (Frankland et al., 2004; Jones and Wilson,
2005; Lavenex et al., 2006). Las neuronas del subiculum dorsal también envian proyecciones hacia
los nucleos mamilares y al complejo talamico anterior, estructuras relacionadas a la navegacion

espacial (Ishizuka, 2001; Kishi et al., 2000; Taube, 2007). Por otro lado, las neuronas piramidales del



area de CA1 ventral, proyectan sus axones hacia el subiculum ventral y desde ambas estructuras se
conectan con los nucleos amigdalares (Pitkanen et al.,, 2000) y con las cortezas infralimbica,
prelimbica e insular, conexiones que se relacionan con la respuesta al estrés y el procesamiento
emocional (Chiba, 2000; Hoover and Vertes, 2007; Jones and Wilson, 2005; Roberts et al., 2007;
Thierry et al., 2000). Las vias de comunicacién del HPC dorsal y ventral con la corteza prefrontal
también son diferentes (Sigurdsson and Duvarci, 2016). Por ejemplo, la region de CA1 del HPCd
recibe una entrada sinaptica glutamatérgica desde la corteza prefrontal (CPF) (Rajasethupathy et al.,
2015). Mientras que desde la regién de CAl del HPCv se proyectan axones desde las neuronas
piramidales hacia la CPF (Liu and Carter, 2018). Por otro lado, tanto el HPCd como el HPCv reciben
y envian proyecciones excitatorias de manera indirecta hacia la CPF a través del ndcleo reuniens
(NR) en el tdlamo (Preston and Eichenbaum, 2013; Sigurdsson and Duvarci, 2016; Zeithamova and
Preston, 2010). En resumen, las diferencias en las conexiones del HPC dorsal y ventral se
correlacionan con sus funciones, donde el HPCd juega principalmente un papel en los procesos
cognitivos y el HPCv esta involucrado en la respuesta al estrés y en los procesos emocionales
(Fanselow and Dong, 2010). Ademas, las propiedades de procesamiento de informacion de los
circuitos locales del HPC dorsal y ventral, como su capacidad de modificar la eficacia sinaptica
excitatoria tanto a corto como a largo plazo, son diferentes (Trompoukis and Papatheodoropoulos,
2000; Maruki et al., 2001; Kouvaros and Papatheodoropoulos, 2016a, 2016b; Tidball et al., 2017).
Por ejemplo, el HPCv tiene una mayor capacidad, en comparacién con el HPCd, para generar formas
de plasticidad dependientes de receptores metabotropicos para glutamato (mGIuR) (Tidball et al.,
2017). Mientras que el HPCd tiene una mayor capacidad para generar formas de plasticidad que
dependen de receptores para adenosina (AR) (Trompoukis and Papatheodoropoulos, 2000;
Kouvaros and Papatheodoropoulos, 2016b) y del receptor N-metil D-aspartato (NMDA) (Maruki et

al., 2001; Babiec et al., 2017; Kouvaros and Papatheodoropoulos, 2016a).

En todas las regiones del HPC nos encontramos con una gran diversidad de interneuronas
inhibitorias, clasificadas segln sus caracteristicas morfolégicas, electrofisiolégicas y moleculares
(Bezaire and Soltesz, 2013; Chevaleyre and Piskorowski, 2014; Jinno and Kosaka, 2006;

Klausberger and Somogyi, 2008; Pelkey et al., 2017). Estas interneuronas utilizan el principal



neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central (SNC), acido y-Aminobutirico (GABA)
(Bezaire and Soltesz, 2013; Bowery and Smart, 2009; Klausberger and Somogyi, 2008; Pelkey et al.,
2017). GABA controla la excitabilidad celular mediante el aumento de la conductancia al ion ClI- por
medio de la activacion de receptores ionotropicos GABAa (GABAAR) (Cherubini et al., 1991; Romo-
Parra et al., 2008; Sigel and Steinmann, 2012) o la activacién de canales de K* mediante receptores
metabotropicos GABAs (GABAsR) (Bettler et al., 2004; Pinard et al., 2010). Las interneuronas
GABAérgicas conforman un pequefio porcentaje del total de células presentes en el HPC (~10-15%)
(Bezaire and Soltesz, 2013; Pelkey et al., 2017). Sin embargo, sus axones se proyectan hacia cada
una de las partes de las neuronas piramidales de la regién de CA1 ubicadas en los stratum, oriens,
pyramidale, radiatum y lacunosum moleculare (Booker and Vida, 2018; Cobb et al.,, 1995;
Klausberger and Somogyi, 2008; Pelkey et al., 2017). Las interneuronas axo-axonicas (células en
candelabro) inervan el segmento inicial del axén, y expresan la proteina de unién a calcio
parvalbumina (PV positivas o PV*) (Forro et al., 2015; Klausberger et al., 2003). Las células en
canasto hacen sinapsis en el soma y la dendrita proximal, expresan el péptido colecistoquinina (CCK
positivas o CCK*) o la proteina PV (PV*) (Aika et al., 1994; Chevaleyre and Piskorowski, 2014;
Fasano et al., 2017; Freund, 2003; Katona et al., 1999; Klausberger et al., 2002; Pelkey et al., 2017).
De manera general, las interneuronas del area de CA1 del HPC se pueden dividir en dos grandes
grupos, las interneuronas PV* y las CCK* (Chevaleyre and Piskorowski, 2014; Pelkey et al., 2017).
Estas interneuronas son moduladas por diferentes receptores metabotrépicos que controlan su
eficacia sinaptica. Por ejemplo, las interneuronas CCK* expresan el receptor de canabinoide tipo 1
(CB1R) y las interneuronas PV* el receptor mu-opioide (LOR), pero ambos receptores no se co-

expresan en las mismas células (Glickfeld et al., 2008; Nugent et al., 2007).

La actividad de las interneuronas GABAEérgicas ubicadas en los circuitos locales del HPC
dorsal y ventral se relacionan con procesos cognitivos y emocionales respectivamente (Yu et al.,
2018; Deng et al., 2019). Las interneuronas PV* en el HPCv pero no del HPCd juegan un papel mas
importante en la memoria de reconocimiento social (Deng et al., 2019) y la actividad de las
interneuronas del HPCd contribuyen mayoritariamente a la memoria espacial (Yu et al., 2018).

Adicionalmente, entre el HPCv e HPCd también se han reportado diferencias en la modulacion de la



eficacia de la transmisién sinaptica inhibitoria dependiente de corticoides, siendo mayor la depresion
de la sinapsis inhibitoria en el HPCv (Maggio and Segal, 2009). Interneuronas O-LM que se
encuentran en el HPCd tienen una mayor expresion de canales de potasio HCN2 en comparacion
con las OLM del HPCyv, lo que funcionalmente termina con una corriente In de mayor magnitud en
las O-LM del HPCd (Hilscher et al., 2019). Las diferencias que existen en la transmision sinaptica a
lo largo del eje dorsal-ventral del HPC pueden contribuir a su vez a la diferenciacion funcional que
existe entre el HPC dorsal y ventral. Haciendo necesario estudiar la modulaciéon de la eficacia

sinaptica GABAérgica de ambas zonas hipocampales por separado.

Se piensa que la capacidad de las sinapsis para experimentar cambios duraderos en su
eficacia es la base de los procesos de aprendizaje y memoria (Abraham et. al., 2019). Existen
diferentes sustancias neuromoduladoras capaces de generar cambios en la eficacia con que se
transmite la informacion entre las neuronas, como por ejemplo, los neurotransmisores (GABA,
glutamato, acetilcolina, etc.), los cuales son almacenados en vesiculas y que al ser liberados actian
a través de la activacién de receptores tanto ionotrépicos como metabotropicos para potenciar o
deprimir la eficacia de la transmisién sinaptica (Ahumada et al., 2013; Avery and Krichmar, 2017;
Cea-del Rio et al., 2011; Chevaleyre et al., 2007; Chiu et al., 2010; Fernandez de Sevilla et al., 2008;
Fuenzalida et al., 2007; Fukudome et al., 2004; Perea and Araque, 2007; Udakis et al., 2020). Por
otro lado, en los ultimos 20 afios han tomado particular interés las moléculas neuromoduladoras no
convencionales, las cuales no son almacenadas en vesiculas, sino que se derivan de fosfolipidos de
membrana como o son las prostaglandinas (PGs) (Furuyashiki and Narumiya, 2011; Yang and Chen,
2008). Estas moléculas son parte de una familia de lipidos bioactivos que juegan un papel importante
en diferentes procesos fisioldgicos como en la inflamacion, en la respuesta al estrés, en la percepcién
del dolor, en la generacién de sintomas febriles y alérgicos (Bertin et al., 2012; Lacroix et al., 2015;
Borgland et al., 2002; Chen et al., 2019; Claar et al., 2015; Dey et al., 2006; Furuyashiki and
Narumiya, 2011; Kim, 2008; Martinez-Gras et al., 2011). Ademas, las PGs también participan en la
regulacion de la eficacia sinaptica en varias estructuras del sistema nervioso incluido el HPC (Chen
and Bazan, 2005b; Khazaeipool et al., 2018; Koch et al., 2010; Lu et al., 2007; Sang et al., 2005;

Xiao et al., 2018; Yang and Chen, 2008).



1.2 Prostaglandina E; en el sistema nervioso central

Una de las PGs mas abundante y estudiada es la prostaglandina E2 (PGEz2), la cual regula
varios procesos biolégicos, como la proliferacion celular, apoptosis, angiogénesis, inflamacion y el
dolor (Gomez et al., 2013; Hohjoh et al., 2014). También se ha descrito que la PGE:2 es importante
en condiciones fisiolégicas y patofisiolégicas como en el insomnio, el estrés, la anorexia y el
comportamiento impulsivo (Levine and Morley, 1981; Huang et al., 2003; Matsuoka et al., 2005;
Furuyashiki and Narumiya, 2011). El proceso neuroinflamatorio se encuentra asociado a un aumento
en la produccidn y liberacién de PGs, lo que causa déficits cognitivos como la pérdida de memoria
(Hein and, O'Banion, 2009; Lopez and Ballaz, 2020). En el HPCd, la interleuquina 1B causa un
deterioro en el aprendizaje del miedo al contexto a través de la accién de las PGs, efecto que se
replica utilizando directamente la PGE: (Hein et al., 2007). A nivel del SNC, la PGE: juega un papel
como una molécula neuromoduladora, regulando la plasticidad sinaptica y los procesos cognitivos
(Akaneya and Tsumoto, 2006; Chen and Bazan, 2005a, 2005b; Chen et al., 2002; Khazaeipool et
al., 2018; Koch et al., 2010; Lu et al., 2007; Mizutani et al., 2015; Sang et al., 2005; Yang and Chen,
2008; Yang et al., 2009). La via de sintesis de la PGE: involucra a la fosfolipasa A2 (PLA2), esta
enzima hidroliza fosfolipidos de membrana para liberar &cido araquidénico (AA) el cual es usado
como sustrato por la ciclooxigenasa-2 (COX-2), una enzima clave en la sintesis de PGs (Furuyashiki
and Narumiya, 2011; Yang and Chen, 2008). Si bien existen dos isoformas descritas, COX-1y COX-
2, ademés de un splicing alternativo de la COX-1 (COX-3), es la COX-2 la que tiene una mayor
expresion en el cerebro (Yang and Chen, 2008). La COX-2 sintetiza una PG intermedia, la cual puede
ser utilizada por diferentes enzimas que van a dar lugar a una variedad de prostanoides, incluida la
PGE: (Chen and Bazan, 2005b; Chen et al., 2002; Simmons et al., 2004; Yang and Chen, 2008;
Yermakova and O’Banion, 2000). Los receptores para PGE2 (PGEzR) se encuentran expresados en
diferentes areas cerebrales tanto corticales como subcorticales (Akaneya, 2008; Khazaeipool et al.,
2018; Laaris and Weinreich, 2007; Sang et al., 2005; Sugimoto and Narumiya, 2007; Zhu et al., 2005).
En general, la PGE2 sefializa a través de cuatro tipos de receptores metabotropicos con siete
dominios transmembrana acoplados a proteina G denominados EPiR, EP:R, EPsR y EP4R
(Furuyashiki and Narumiya, 2011; Yang and Chen, 2008; Zhu et al., 2005). El EP2R y EP4R se
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encuentran acoplados a proteinas excitadoras tipo Gs, que activan la via de sefializacion adenilato
ciclasa-AMPc-proteina quinasa A (AC-AMPc-PKA). El EPzR se encuentra acoplado a una proteina
de tipo Gi, que inhibe la misma cascada intracelular AC-AMPc-PKA (Yang and Chen, 2008). Por
ultimo, el EP1R esta acoplado a una proteina Gq y activa a la fosfolipasa C cuya activacion
desencadena el aumento del calcio intracelular (Yang and Chen, 2008; Zhu et al., 2005). Los
receptores para PGE: inducen modificaciones en la eficacia de la transmision sinaptica de diferentes
circuitos neuronales en el SNC. El receptor EP4 aumenta la transmision excitatoria sobre las
neuronas liberadoras de gonadotrofina en el hipotalamo (Fujioka et al., 2017). En cultivos celulares
de cerebelo el receptor EP1 incrementa la corriente generada por la activacion de receptores GABAa
(Yang et al., 2015). En el HPC, los receptores para PGE: se expresan tanto en los terminales
sinapticos como en las espinas dendriticas y los astrocitos (Zhu et al., 2005). Se ha descrito que la
PGE:2 aumenta la excitabilidad de las neuronas hipocampales a través del control de la probabilidad
de apertura de canales de potasio (Chen and Bazan, 2005a; Chen et al., 2002). Adicionalmente, la
potenciacion a largo plazo en las neuronas piramidales de CAl, generada por protocolos de
estimulacion de alta frecuencia, induce la sintesis de PGE: a nivel post-sinaptico y activa al EPzR en
los terminales glutamatérgicos que provienen de las neuronas piramidales de CA3 (Sang et al.,
2005). Y, de manera interesante, en ratones knockout (KO) para el EP2R, la plasticidad de largo
plazo de la sinapsis excitatoria se encuentra disminuida en el HPC y el aprendizaje de tipo espacial
esta deteriorado (Yang et al., 2009). Por otro lado, en el nlicleo paraventricular del hipotalamo la
aplicacién de PGE: y activacion de EPsR disminuye la probabilidad de liberacion de la sinapsis
GABAérgica, (Khazaeipool et al., 2018), en el nlcleo del tracto solitario la PGE: a través del receptor
EPs deprime la transmision sinptica glutamatérgica (Laaris and Weinreich, 2007). En experimentos
preliminares de nuestro laboratorio encontramos que el la PGE2 deprime la transmisién sinaptica
inhibitoria sobre las neuronas piramidales de CA1 del HPC (figura recuadro). Sin embargo, a pesar
de que la actividad de las interneuronas GABAérgicas es crucial para las funciones de procesamiento
de la informacién que dependen del circuito hipocampal, se desconoce si la PGE2 es capaz de
modificar la eficacia sinaptica inhibitoria en el HPC. Nosotros decidimos determinar sila PGE: regula

la eficacia sindptica GABAérgica en el HPCd, el cual se encuentra principalmente relacionado a los



procesos cognitivos como la memoria espacial. Encontramos que la PGE: deprime las sinapsis
GABAéricas sobre las neuronas piramidales de la region de CA1 dorsal, sugiriendo que la PGE:2
juega un papel importante en la modulacién de la eficacia sinaptica del circuito local en el HPCd.
Nuestros resultados sugieren que la PGE:2 juega un papel importante en el procesamiento de la
informacion hipocampal y probablemente en los procesos cognitivos como el aprendizaje y la

memoria.

Recuadro: La PGE; deprime la transmisién sinaptica inhibitoria en el hipocampo.

La PGE: juega un papel importante en la regulacion de la eficacia sinaptica en distintas
estructuras del SNC (Akaneya and Tsumoto, 2006; Chen and Bazan, 2005a, Khazaeipool et al.,
2018; Lu et al., 2007; Mizutani et al., 2015; Yang and Chen, 2008; Yang et al., 2009). En el HPC, se
ha descrito que el receptor EP2 para PGE: potencia la transmisidn sinaptica excitatoria aumentando
la probabilidad de liberacién de glutamato (Sang et al., 2005). Sin embargo, se desconoce si la PGE2
puede generar modificaciones en la eficacia de la transmisién GABAérgica hipocampal. Nosotros
decidimos determinar el efecto de la PGE:2 sobre la sinapsis inhibitoria sobre las neuronas
piramidales de la region de CAl del HPC. Para evaluar este objetivo, obtuvimos un registro estable
de las corrientes post-sinapticas inhibitorias evocadas (elPSCs) por un electrodo de estimulacién
ubicado en el stratum pyramidale en las neuronas piramidales de la region de CA1. Luego aplicamos
la PGE:2 en la camara de registro a una concentracion final de 10uM, lo que genera una depresion
de la amplitud las corrientes inhibitorias (alcanzando un 85.1+3.2% del control, n=7, figura recuadro).
Este resultado sugiere que la PGE:2 genera una depresion de la transmision GABAérgica sobre las
neuronas piramidales de la region de CAl. Sin embargo, se desconoce el mecanismo que utiliza la

PGE: para deprimir la sinapsis inhibitoria.
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Figurarecuadro. La PGE; deprime la transmision sinéptica inhibitoria en el HPC. En A) Arriba,
se muestran los trazos representativos de las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de
CAl antes (a, trazo negro) y 20 minutos de la aplicaciéon de PGE: (b, trazo gris). Abajo, se muestra
la amplitud de las elPSCs normalizadas en funcién del tiempo, la cabeza de flecha indica el momento
que se aplica la PGE2 (SW-Test p=0.73 en el basal y p=0.48, 20 minutos de la aplicacién de PGE-,
T-test pareado p=0.016). El grafico muestra el promedio £ SEM.

Referencia

-Ahumada, J, Bonansco, C, Fuenzalida M.: Prostaglandin E, decrease inhibitory post-synaptic current in CA1 pyramidal
neurons of hippocampus: (2015): XXX reunién anual de la Sociedad Chilena de Ciencias Fisiolégicas en conjunto con la XI
reunion anual de la Sociedad Chilena de Neurociencia y la XXXVII congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile,
Coquimbo Chile.

-Akaneya Y, Tsumoto T. Bidirectional trafficking of prostaglandin E2 receptors involved in long-term potentiation in visual
cortex. J Neurosci. (2006) Oct 4;26(40):10209-21. doi: 10.1523/JNEUROSCI.3028-06.2006. PMID: 17021176; PMCID:
PMC6674642

-Chen, C., and Bazan, N.G. (2005a). Endogenous PGE2 Regulates Membrane Excitability and Synaptic Transmission in
Hippocampal CA1 Pyramidal Neurons. J. Neurophysiol. 93, 929-941.

-Khazaeipool, Z., Wiederman, M., and Inoue, W. (2018). Prostaglandin E2 depresses GABA release onto parvocellular
neuroendocrine neurones in the paraventricular nucleus of the hypothalamus via presynaptic receptors. J. Neuroendocrinol.
30, €12638.

-Lu, J., Xing, J., and Li, J. (2007). Prostaglandin E2 (PGEZ2) inhibits glutamatergic synaptic transmission in dorsolateral
periaqueductal gray (dI-PAG). Brain Res. 1162, 38—47.

Mizutani, Y., Ohi, Y., Kimura, S., Miyazawa, K., Goto, S., and Haji, A. (2015). Effects of prostaglandin E2 on synaptic
transmission in the rat spinal trigeminal subnucleus caudalis. Brain Res. 1625, 29-38.

-Sang, N., Zhang, J., Marcheselli, V., Bazan, N.G., and Chen, C. (2005). Postsynaptically synthesized prostaglandin E2
(PGE2) modulates hippocampal synaptic transmission via a presynaptic PGE2 EP2 receptor. J. Neurosci. Off. J. Soc.
Neurosci. 25, 9858-9870.

-Yang, H., and Chen, C. (2008). Cyclooxygenase-2 in synaptic signaling. Curr. Pharm. Des. 14, 1443-1451.

-Yang, H., Zhang, J., Breyer, R.M., and Chen, C. (2009). Altered hippocampal long-term synaptic plasticity in mice deficient in
the PGE2 EP2 receptor. J. Neurochem. 108, 295-304.




2-Planteamiento del problema

El hipocampo dorsal juega un papel fundamental en los procesos cognitivos como en la
memoria de trabajo, memoria espacial o en la memoria de miedo al contexto. La eficacia sinaptica
de las interneuronas inhibitorias debe ser finamente regulada para mantener un adecuado balance
excitacién/inhibicion y con ello, un correcto funcionamiento del circuito neuronal del hipocampo
dorsal. Por otro lado, entre diferentes moléculas neuroactivas, se ha descrito que la PGE:z juega un
papel importante en los procesos de aprendizaje y memoria asociados al hipocampo dorsal. Estudios
preliminares realizados en nuestro laboratorio sugieren que la PGE:2 deprime la transmision
inhibitoria en el HPC. Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado el efecto de la PGE:z en
las sinapsis GABAérgicas del area CA1 del hipocampo dorsal, lo que podria tener implicancias en la
memoria y el aprendizaje. Por lo tanto, en este trabajo nos enfocamos en estudiar los mecanismos
celulares activados por PGE2 exdgena que deprimen la eficacia sinaptica GABAérgica sobre las

neuronas piramidales del &rea de CA1 del hipocampo dorsal.



3-Hipotesis

-La activacion de los receptores para PGE:2 deprime la transmisién sinptica inhibitoria en las

neuronas piramidales de la regiéon CAL del hipocampo dorsal.

-Objetivo general

-Determinar si la activacién de los receptores para PGE: deprime la transmisién inhibitoria en

neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo dorsal

-Objetivos especificos

-Determinar si el mecanismo de induccién de la plasticidad sinaptica dependiente de PGE: exdgena

es de origen pre o post-sinaptico en neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo dorsal.

-ldentificar el tipo de receptor para PGE: y la cascada de sefializacién que participan en la depresion

de la transmisidn sinaptica inhibitoria generada por la PGE:.
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4-Materiales y métodos

4.1-Animales de experimentacion

Para la preparacion de las rebanadas de HPCd se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley
adultas (>p60). Los animales utilizados fueron sacrificados segin normas aprobadas por el comité
de bioética de la Universidad de Valparaiso. Previamente los animales fueron anestesiados con
isoflurano al 100%, una vez que el animal se encontraba inconsciente se procedié a su decapitacion,

para rapidamente extraer el encéfalo por craneotomia.

4.2-Rebanadas de HPCd

Los registros electrofisiolégicos se realizaron in vitro en rodajas de HPCd, las cuales fueron
obtenidas mediante la misma metodologia utilizada en trabajos anteriores realizados en nuestro
laboratorio (Ahumada et al., 2013; Alvarez-Ferradas et al., 2015; Morales et al., 2014; Pérez et al.,
2019). Los animales fueron decapitados y su cerebro expuesto por craneotomia, el encéfalo fue
extraido en menos de 1 minuto y sumergido en liquido cefalorraquideo artificial (LCA), cuya
temperatura se encontraba entre 1 y 4°C para disminuir el metabolismo celular y aumentar la
viabilidad de las células. La composicion iénica del LCA en mM que se utilizé fue el siguiente: 124.00
NaCl, 2.69 KCI, 1.25 KH2PO4, 2.00 Mg2S04, 26.00 NaHCO3, 2.00 CaClz y 10.00 Glucosa. Una vez
extraido el encéfalo, se le realizaron dos cortes coronales, uno anterior y otro posterior, los cuales
fueron paralelos entre si. Luego fue fijado en el plano coronal-frontal a una cdmara de corte junto
con un trozo de agar-agar en forma de tope en su base. Se utilizé6 pegamento de cianocrilato y se
sumergié en LCA, el cual se mantuvo burbujeado con carbdgeno (95% Oz y 5% COz) en todo
momento. En estas condiciones, se procedid a obtener cortes coronales de HPCd con un espesor
de ~350um mediante un vibratomo motorizado (Campden instruments, model MA752). Utilizamos el
atlas “The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates” de Paxinos-Watson sexta edicién para obtener las

coordenadas estereotaxicas verticales que corresponden al HPCd, desde Interaural: 4.32mm y
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Bregma: -4.68mm hasta Interaural: 6.60mm y Bregma: -2.40mm. Posterior al corte, las rodajas
obtenidas fueron traspasadas a la camara de incubacion, donde se mantuvieron en LCA a
temperatura ambiente (~25°C) con un pH estable (7.3-7.4) y burbujeado permanentemente con

carbogeno.

4.3-Registros electrofisiolégicos

Una vez pasado el tiempo de incubacién (~45 minutos), las rebanadas de HPCd fueron
transferidas a una camara de registro, adaptada con un microscopio (NIKON, modelo Eclipse FN1).
La composicién del LCA utilizado para registrar fue la misma que se usé para los procesos de
obtencién y de incubacion de las rebanadas de HPCd. Las rebanadas fueron perfundidas, a través
de un sistema de circulacion con LCA a temperatura ambiente y un flujo ~1ml/minuto constante. El
sistema de registro (setup) se encontraba sobre una mesa anti-vibratoria para permitir la obtencién
de registros estables impidiendo la transmisién de vibraciones ambientales a la preparacion. Los
registros electrofisiolégicos fueron obtenidos mediante la técnica de patch clamp en su configuracion
de célula entera. Los registros se realizaron al interior de una jaula de Faraday, para disminuir el
ruido eléctrico proveniente desde aparatos externos. Se utilizé la modalidad de fijacién de voltaje
(voltaje clamp; VC) para registrar las corrientes post-sinpticas inhibitorias evocadas (elPSCs) como
se muestra en la figura 1. El “holding” (potencial de mantencion; Vh) fue ajustado al potencial de
reversion de las corrientes glutamatérgicas para el registro aislado de las elPSCs (0mV) (figura 1).
Se utilizd un electrodo de alambre de plata clorurada (Ag/AgCl) incluido en una micropipeta de
vidrio/borosilicato (diametro externo-interno: 1.5-0.84mm) para registrar las corrientes inhibitorias en
las neuronas piramidales de CA1. Las pipetas fueron fabricadas con un estirador de pipetas (Sutter
Instrument Co., P-97) y rellenadas con la solucién intracelular (ver soluciones de registro). Fueron
utilizadas las pipetas con resistencias que estuvieron en un rango de 4-7 MQ. El electrodo en la
pipeta de registro se encontraba conectado a un amplificador PC-ONE (DAGAN Corporation). Las
neuronas fueron aceptadas so6lo cuando la resistencia del sello fue mayor o igual a 1GQ y la
resistencia de acceso (Ra) no cambié mas de un 15% durante el experimento. Los registros fueron

filtrados a 3 KHz y muestreados a 20 KHz, a través de un conversor analogo-digital (Digidata 1440A,
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Molecular Devices, Chicago, IL. USA). Los datos fueron adquiridos y analizados con el software
Clampex 10.4 y pClampfit 10.4 respectivamente (Axon pCLAMP 10.4 Software Suite, Molecular
Devices). Como electrodo de referencia se empled un electrodo epoxy relleno de KCIl y con una
resistencia de 2.7 KQ (World Precision Instruments, Inc). El electrodo de estimulacién fue fabricado
con una pipeta septada rellenada con solucion extracelular y dos alambres de plata acoplados a una

fuente de estimulacion, posicionado en la capa piramidal a ~30-40um de la pipeta de registro.

4.4-Soluciones de registro y farmacologia

La composicion en mM de la solucién intracelular que se utilizé en la pipeta de registro fue
de: 100 Cs-Gluconato, 10 HEPES, 10 EGTA, 4 Naz-ATP, 10 TEA-Cly 1 MgCls*7H20. Ademds, en
algunos experimentos, para bloquear las proteinas G post-sinapticas se utilizé, 100 Cs-Gluconato,
10 HEPES, 10 EGTA, 4 Naz-ATP, 10 TEA-CI, 1 MgCls*7H20 y 2 GDPS.

Para evaluar si la activacion de los PGE2R puede inducir cambios en la eficacia sinaptica
GABAérgica sobre las neuronas piramidales de CA1, se aplic6 la PGE: (10uM) (Chen et al., 2002;
Sang et al., 2005; Khazaeipool et al., 2018) directamente a la camara de registro mediante una
micropipeta a una concentracion final de 10uM en diferentes condiciones segun fuera necesario. El
flujo tenia una velocidad de ~1mL/min y la cAmara de registro contenia ~1mL de LCA, de esta manera
el tiempo que la PGE:z permanece a 10uM en el LCA que bafia a la rebanada de HPCd es de ~1 min.

Durante las distintas condiciones experimentales y de acuerdo a los objetivos planteados,
fueron afadidos al LCA diferentes farmacos segun fueron requeridos: picrotoxina (PTX, 50uM)
antagonista receptor GABAa (figura 1), D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid (APV, 50uM) un
antagonista selectivo del receptor NMDA, 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, 20uM)
antagonista del receptor AMPA (Pérez et al., 2019), L-798,101 (L-798, 100nM) antagonista selectivo
del EPsR (Khazaeipool et al., 2018), H 89 dihydrochloride (H89, 10pM) inhibidor no selectivo de la
proteina quinasa A (PKA) (Ahumada et al., 2013), [D-Ala?, NMe-Phe*, Gly-ol°]-enkephalin (DAMGO,
3uM) (Santander et al,. en preparacion, experimentos de nuestro laboratorio) agonista del receptor

pOpiode (MOR), WIN 55,212-2 (WIN, 5uM) (Heifets et al., 2008) agonista del receptor de
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canabinoides tipo 1 (CB1R), tetrodoxina (TTX, 0.5uM) (Zhou et al., 2000) blogueador del canal de

sodio dependiente de voltaje.

4.5-Protocolo de pulsos pareados

Para determinar si los cambios en la eficacia sinaptica generados por la PGE: se expresan
a nivel pre-sinépticos, se utilizé un protocolo de pulsos pareados (PPP). EI PPP consistio en estimular
mediante dos pulsos eléctricos consecutivos y separados por cien milisegundos (ms) entre si. Debido
a la alta probabilidad de liberacién de la sinapsis GABAérgica, el PPP induce una plasticidad
sinptica de corto plazo en la cual la segunda respuesta es de menor amplitud que la primera,
denominada depresidn por pulsos pareados (DPP), caracteristica en sinapsis de alta probabilidad
de liberacion. Se cuantificaron las amplitudes maximas de la primera (Ri) y de la segunda (R2)
respuesta (figura 1), las cuales se utilizaron para calcular la razén de pulsos pareados (RPP)
dividiendo R2 sobre R1 (R2/R1). Si el valor de esta raz6n cambia durante el experimento sugiere que
posiblemente los cambios que genera la PGE2 se producen a nivel pre-sinaptico (Manabe et al.,

1993).

4.6-Coeficiente de variacion

Otro método complementario para analizar cambios en la eficacia sinaptica a nivel pre-
sinaptico es estimar modificaciones en la varianza de la amplitud de las elPSCs. Para esto,
calculamos el coeficiente de variacion libre de ruido (CVnr), en el registro basal y después de la
aplicacion de la PGE2. Cambios en el CV sugieren que las modificaciones de la transmision sinaptica

se expresan a nivel de la pre-sinapsis. Para este analisis utilizamos la férmula:
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Donde d?psc es la varianza de las amplitudes de las elPSCs, 8%nise €S la varianza del ruido eléctrico
del registro y m es la amplitud media de las elPSCs (Forsythe and Clements, 1990; Bekkers and

Stevens, 1990; Malinow and Tsien, 1990).

4.7-Constante de tiempo de la fase de caida de las elPSCs

Modificaciones en la cinética de las corrientes sinapticas que se relacionan con la tasa de
desactivacion y/o de recuperacion de la desensibilizacion de los receptores ionotrépicos también
provocan cambios en la RPP (Kirischuk et al., 2002; von Engelhardt et al., 2010; Guzman and, Jonas
2010; Dawe et al., 2013). Para determinar si la PGE2 genera cambios en la desactivacion y/o en la
desensibilizacion de los GABAAR calculamos la constante de tiempo de la fase de caida de las
elPSCs (taudec) mediante el ajuste de una exponencial estandar entre el peak de las elPSCs y unos

80ms después de este.

4.8-Registros de corrientes espontaneas en miniatura

Para determinar si la PGE:2 puede inducir cambios a nivel pre o post-sinapticos sobre la
transmision inhibitoria en las neuronas piramidales de CA1 se realizaron registros de las IPSCs en
miniatura (mIPSCs) (Groc et al., 2003; Hsia et al., 1998; Wall and Usowicz, 1997) en presencia del
blogueador de canales de sodio activados por voltaje (TTX, 0.5uM) y en ausencia de estimulacion a
un potencial de mantencién de OmV. De esta manera, podemos estudiar la transmision sinaptica en
ausencia del disparo de potenciales de accion en las neuronas y determinar si la depresién de la
transmision inhibitoria generada por la PGE: depende de la excitabilidad del HPCd. Ha sido descrito
que los cambios en la frecuencia sugieren que los cambios plasticos se expresan en la pre-sinapsis,
ya sea como una modificacion en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor y/o un aumento
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en el numero de sitios que liberan neurotransmisor. Por otra parte, si cambia la amplitud, se sugiere
gue el fenémeno es expresado en la post-sinapsis, por medio de cambios en el nimero y/o en la

conductancia de los receptores post-sinapticos.

4.9-Analisis

El andlisis de los registros fue realizado con el programa Clampfit perteneciente al conjunto
de programas denominado “pCLAMP 10.4” (Molecular Device, Chicago, IL. USA). Para la
representacion de las graficas y el analisis estadistico se utilizé el software computacional “Origin”
(versién 8.5, Origin Lab Corp, MA, USA). Para andlisis de los registros de las mIPSCs fue utilizado
el software Minianalysis; Synaptosoft. Finalmente, se procedié a realizar el analisis estadistico
usando, en primer lugar, la prueba de normalidad Shapiro Wilk (SW). Si la distribucion de los datos
fue normal se utilizé la prueba T pareada (T-test) de dos colas para determinar diferencias antes y
después de la aplicacion de PGE2 y la ANOVA de una o dos vias para comparaciones entre grupos.
Si la distribucién de los datos fue no paramétrica, se utilizé la prueba Mann-whitney (MW) para
determinar diferencias antes y después de la aplicacion de PGE:2 o Kruskal-Wallis (KW) para
comparaciones entre grupos. Para el andlisis de la probabilidad acumulada de frecuencias y
amplitudes de las corrientes espontaneas se utilizd la prueba kolmogorov smirnov (KS). Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas los p<0.05. Los valores estadisticos se

encuentran descritos en los pies de figura.
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Figura 1. Registros de corrientes inhibitorias registradas en las neuronas piramidales de CAl
en rebanadas de HPC dorsal. En A), se muestra un corte coronal del encéfalo de una rata control
(p60), donde se puede observar el HPCd. En B), se muestra una fotografia tomada a través de un
objetivo de inmersion con un aumento de 40X, la regién ampliada corresponde al &rea de CA1 del
HPCd, el asterisco blanco indica donde se encuentra la neurona piramidal de CAl y la pipeta de
registro, la flecha blanca indica donde se encuentra el electrodo de estimulacion. La barra blanca de
calibracién equivale a 20um. En C), se muestra un esquema simplificado, qgue muestra solo algunas
vias inhibitorias y excitatorias en el area CA1 del HPCd. En el esquema se representa a una neurona
piramidal de CA1 siendo registrada con la técnica de patch-clamp a través de una pipeta de vidrio
con un electrodo de plata en su interior (reg). En negro se esquematiza una interneurona
GABAérgica, que representa la sinapsis inhibitoria sobre la neurona piramidal de CAl, ademas,

también se esquematizan los axones que provienen desde las neuronas piramidales de CA3 las
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cuales son glutamatérgicas y representan la sinapsis excitatoria sobre la neurona piramidal de CA1.
Las lineas punteadas delimitan al stratum pyramidale (S. Pyr), stratum radiatum (S. Rad) y el stratum
Oriens (S.0). El electrodo de estimulacion (Estim) se encuentra ubicado en el S. Pyr. En D), a la
izquierda, se muestran los trazos representativos de las elPSCs registradas en una neurona
piramidal de CA1 aisladas por voltaje a un potencial de mantenciéon de OmV utilizando el PPP. El
trazo negro indica la situacion basal y el trazo gris indica la presencia de PTX (antagonista del
receptor GABAa). A la derecha, se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs después de la
aplicacion de PTX (Shapiro Wilk p=0.35 y T-test pareado p=3.9E). Los asteriscos indican (*) p<0.05,
(**) p<0.01 y (***) p<0.001 al igual que en el resto de las figuras. El grafico de barra muestra el valor
promedio + SEM.
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5-Resultados

5.1-La PGE; deprime la transmisiéon GABAérgica en el HPCd

A pesar del importante papel que juegan las sinapsis inhibitorias en el correcto
funcionamiento de los circuitos sinapticos (Tremblay et al., 2016). Existen aln pocos estudios que
busquen dilucidar los mecanismos que gobiernan las modificaciones de la eficacia sinaptica
GABAérgica en el SNC. La PGE, por ejemplo, en el HPC es un importante neuromodulador de la
transmision glutamatérgica (Yang et al., 2009; Chen and Bazan, 2005a, Chen et al., 2002), sin
embargo, se desconoce su efecto sobre la eficacia de la transmision sinaptica inhibitoria. En este
trabajo decidimos registrar las elPSCs en las neuronas piramidales del &rea de CAl del HPCd, la
zona hipocampal responsable de procesos cognitivos como la memoria espacial (Fanselow and
Dong, 2010). Aislamos las elPSCs manteniendo a las células en el potencial de reversion de la
sinapsis glutamatérgica (OmV), las cuales fueron evocadas con un electrodo de estimulacién
posicionado en el stratum pyramidale (figura 1). Debido a que la PGE2 puede disminuir las
conductancias de potasio de las neuronas piramidales de la regién de CA1 (Chen and Bazan, 2005a),
utilizamos gluconato de cesio en la solucién intracelular (véase materiales y métodos) para bloquear
los canales de potasio y descartar el posible efecto de la PGE:2 sobre estas conductancias.
Observamos que la aplicacién de PGE2 (10uM) en la cadmara de registro por un corto periodo de
tiempo (aproximadamente 1 minuto) deprime la amplitud de las eIPSCs de las neuronas piramidales
de la regién de CA1 hasta un 64.7+5.6% del control, (n=9, figura 2B y C). Por otro lado, para evaluar
si los cambios en la eficacia de la transmision sinaptica generados por la PGE:2 pueden involucrar
modificaciones pre-sinapticas, calculamos la razon por pulsos pareados (RPP) antes y 20 minutos
después de aplicar la PGE2. En estas condiciones observamos un aumento significativo en la RPP
(desde 0.57+0.03 en el basal a un 0.86+0.05, 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=9, figura
2D). Por otro lado, calculamos el coeficiente de variacion (CV), el cual es una medida de la varianza
de la amplitud de las elPSCs cuyas modificaciones se han relacionados a cambios pre-sinapticos.

Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en el CV (desde 0.16+0.01 en el basal, hasta
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0.17£0.02, a los 20 minutos después de la aplicacion de la PGE2, n=9, figura 2E). Adicionalmente,
analizamos la constante de tiempo de la fase de decaimiento (taudec) de las elPSCs, un parametro
gue nos permite evaluar la cinética de la respuesta, que se relaciona con la desensibilizacion y la
desactivacion de los receptores post-sinapticos (Kirischuk et al., 2002; von Engelhardt et al., 2010;
Guzman and, Jonas 2010; Dawe et al., 2013). La PGE2 genera una disminucion de taudec de las
elPSCs (desde 37.5+4.8ms en el basal hasta 28.8+4.6ms después de 20 minutos de la aplicacién
de la PGE2, n=9, figura 2F). En conjunto, estos resultados sugieren que la PGE:z genera una
depresidn de la transmision GABAérgica que involucra mecanismos celulares tanto pre como post-

sindpticos.

Para descartar que la depresién de la amplitud de las elPSCs generada por la PGE: se deba
a cambios en la interaccion de la pipeta con la membrana celular medimos la Ra durante todo el
experimento, la cual fue normalizada y graficada en funcién del tiempo como se muestra en la figura
2B. La aplicacién de la PGE2 no genera cambios significativos en la Ra, alcanzado un valor de
99.8+7.1% del control, 20 minutos después de la aplicacién de PGE2, (n=9, figura 2B), descartando
gue la depresion de las elPSCs generada por la PGE:2 sea determinado por cambios en la interaccion

entre la pipeta y la membrana celular.

20



Escaladas
Control LCA aR1

B C D — Basal
—_ === Post-PGE,
—~ X
S 150 PGE, (10uM) <1004- -
w 8 |x*
3 )
0 a
o) )
LCA
E
<150+
S 0.2
5 100 1 GRmsmsmetiiyietanstetuasstessses 5
m 50 T T T T T
-10 0 10 20 30
Tiempo (min) LCA

Figura 2. La PGE; deprime la transmisién GABAérgica en las neuronas piramidales de CA1l
del HPCd. En A), arriba a la lzquierda, se muestran los trazos representativos de las elPSCs
registradas en las neuronas piramidales de CAl en la solucion control (LCA), antes (a, trazo negro)
y 20 minutos después de aplicar la PGE: (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos ay b
sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs evocadas con el PPP antes
(trazo negro) y 20 minutos después de aplicar la PGE:2 (trazo gris), se encuentran escalados a la
primera respuesta (R1). En B), arriba, se muestra la amplitud de las elPSCs normalizadas en funcién
del tiempo en la solucién control (LCA), la cabeza de flecha indica el momento que se aplica la PGE-.
Abajo, se muestra la resistencia de acceso (Ra) normalizada y graficada en funcion del tiempo en
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LCA de registro (SW-test p=0.83 en el basal y p=0.37, 20 minutos después de aplicar la PGEz, T-
test pareado p=0.34). En C), se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs 20 minutos después
de aplicar la PGEzen el LCA de registro (SW-test, p=0.7 en el basal y p=0.56, 20 minutos después
de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.0029). En D), se muestra la RPP en el basal (barra negra) y
20 minutos después de aplicar la PGE:2 (barra gris) en el LCA (SW-Test p=0.49 en el basal y p=0.77,
20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.00039). En E), se muestra el CV en el
basal (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris) en el LCA (SW-Test p=0.72
en el basal y p=0.55, 20 minutos después de aplicar la PGE:, T-test pareado p=0.71). En F), se
muestra el promedio de Tau de la fase de caida (Taudec) de las elPSCs antes (barra negra) y después
(barra gris) de 20 minutos de la aplicacion de PGE2 (SW-test p=0.39 en el basal y p=0.10, a los 20
minutos desde la aplicacion de PGEz, T-test pareado p=0.01). Los circulos blancos en D, Ey F
indican los valores individuales de cada célula antes y después de aplicar la PGE2. Los graficos
muestran el valor promedio + SEM.

5.2- La PGE; disminuye la frecuencia de las mIPSCs

Para evaluar si la depresion de la sinapsis GABAérgica generada por la PGE2 depende de
mecanismos pre o post-sinapticos decidimos registrar y analizar las IPSCs en miniatura (mIPSCs).
Las mIPSCs se registran en presencia de TTX para bloquear los canales de sodio activados por
voltaje, separando el componente sinaptico del disparo de potenciales de accion. Una variacién en
la frecuencia de las mIPSC refleja cambios en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor y
variaciones en la amplitud se deben principalmente a cambios a nivel post-sinapticos, como
modificaciones en el nimero de receptores o en su conductancia (Del Castillo and Katz 1954; Willye
et al. 1994). Encontramos que la PGE: disminuye la frecuencia de las mIPSC (0.91+0.3Hz en el
basal y 0.53+0.2Hz a los 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=4, figura 3C) sin cambios
significativos en su amplitud (14.9+2.2pA en el basal y 14.2+1.6pA, a los 20 minutos después de
aplicar la PGEz, n=4, figura 3C). Ademas, analizamos la probabilidad acumulada del intervalo inter-
evento (en ms) y de la amplitud (en pA) antes y después de la aplicacion de PGE:. El analisis muestra
gue la PGE:2 solo aumenta el intervalo inter-evento (figura 3B) corroborando que la PGE:z disminuye
la frecuencia, sin afectar la amplitud de las mIPSCs. Este resultado sugiere que la PGEz genera una
depresion pre-sinaptica de la transmisién inhibitoria GABAérgica independiente del disparo de
potenciales de accion de las interneuronas que sinaptan con las neuronas piramidales de la region

de CAL.
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Figura 3. La PGE: disminuye la frecuencia de las mIPSC. En A) a la izquierda, se muestran
los trazos representativos de las mIPSC registradas en las neuronas piramidales de CA1l en el basal.
A la derecha, se muestran los trazos representativos de las mIPSC 20 minutos después de aplicar
la PGE2. En B) a laizquierda, se muestra la probabilidad acumulada del intervalo inter-evento (IIE)
(KS-test p=0.0002). A la derecha, se muestra la probabilidad acumulada de amplitud (KS-test
p=0.43). La linea negra indica la probabilidad acumulada en el basal y la linea gris indica la
probabilidad acumulada después de aplicar la PGE2. En C), se muestran los promedios de la
frecuencia (SW-test p=0.09 en el basal y p=0.19, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test
pareado p=0.01) y de la amplitud (a la derecha, SW-test p=0.95 en el basal y p=0.88, después de
aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.65). Los circulos blancos en C indican los valores individuales
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de cada célula antes y después de aplicar la PGE-2. Las barras negras indican el basal y las barras
grises indican que la PGE: fue lavada. El nimero de células registradas (n) fueron 4. Los gréficos
muestran el valor promedio + SEM.

5.3- Participacién de receptores post-sinapticos acoplados a proteina G en la depresion de la
transmision inhibitoria generada por la PGE;

Los receptores para PGE:2 se encuentran acoplados a proteinas G (Zhu et al., 2005; Yang
and Chen 2008), por lo tanto, utilizamos un GDP no hidrolizable (GDPBs, 2mM) en la pipeta de
registro para bloquear las proteinas G que se encuentran en las neuronas piramidales de CAl y
determinar si participan en la depresion de la sinapsis GABAérgica generada por la PGEz. En estas
condiciones, la PGE: es incapaz de activar cascadas intracelulares a través de proteinas G en la
neurona piramidal de CA1 que estamos registrando. La aplicacién de la PGE:z en la cdmara de
registro no deprime la amplitud de las elPSCs, la cual alcanza un 100.5£12.9% del control, a los 20
minutos después de aplicada la PGE:z (n=5, figura 4B y C). Al calcular la RPP, no encontramos
diferencias significativas por la aplicacion de la PGE2 con GDPs en la pipeta de registro a pesar de
que se observa una tendencia de aumento en el promedio (0.50+0.1 en el basal y un 0.73+0.06, a
los 20 minutos después de aplicada la PGE2, n=5, figura 4D). Por otro lado, no encontramos
diferencias significativas en el CV (desde 0.15+0.01 en el basal hasta 0.14+0.01, a los 20 minutos
después de la aplicacion de la PGE2, n=5, figura 4E) y tampoco en el taudec de las elPSCs (desde
37.2+2.1ms en el basal hasta 38.8+2.2ms, 20 minutos después de la aplicacién de la PGE2, n=5,
figura 4F). En conjunto, estos resultados sugieren que la PGE: requiere de la activacion de proteinas
G post-sinapticas para generar la depresion de la transmision GABAérgica sobre las neuronas
piramidales de CAl. Adicionalmente, no encontramos cambios significativos en la Ra después de la
aplicacion de PGE: (alcanza un 99.5+1.9% del control, a los 20 minutos después de la aplicacion de
la PGE2, n=9, figura 4B), descartando cambios en la interaccién entre la pipeta de registro y la

membrana celular durante los experimentos.
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Figura 4. La PGEzrequiere de receptores post-sinapticos acoplados a proteina G para deprimir
la sinapsis GABAérgica. En A), a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de las
elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CA1 con GDPfs en la pipeta de registro, antes
(a, trazo negro) y 20 minutos después de aplicada la PGE:2 (b, trazo gris) Al medio, se muestran los
trazos a y b sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran trazos de las elPSCs evocadas por el
PPP antes (trazo negro) y 20 minutos después de aplicada la PGE: (trazo gris), se muestran
escalados a la primera respuesta (Ri). En B), arriba, se muestra la amplitud de las elPSCs
normalizadas en funcién del tiempo con GDPs en la pipeta de registro, la cabeza de flecha indica
el momento que se aplica la PGEz. Abajo, se muestra la resistencia de acceso (Ra) normalizada y
graficada en funcion del tiempo (SW-test p=0.19 en el basal y p=0.98 20 minutos después de
aplicada la PGEz, T-test pareado p=0.23). En C), se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs
20 minutos después de aplicada la PGE2 con GDPfs en la pipeta de registro (SW-test p=0.66 en el
basal y p=0.38, 20 minutos después de aplicada la PGE2, T-test pareado p=0.59). En D), se muestra
la RPP antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicada la PGE: (barra gris) con GDPfs en la
pipeta de registro (SW-test p=0.92 en el basal y p=0.56, 20 minutos después de aplicada la PGEx,
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T-test pareado p=0.13). En E), se muestra el CV en el basal (barra negra) y 20 minutos después de
aplicar la PGE:2 (barra gris) en el LCA (SW-Test p=0.23 en el basal y p=0.42, 20 minutos después de
aplicar la PGEz, T-test pareado p=0.95). En F), se muestra el promedio de Tau de la fase de caida
(Taudec) de las elPSCs antes (barra negra) y después (barra gris) de 20 minutos de la aplicacion de
PGE: (SW-test p=0.93 en el basal y p=0.77, a los 20 minutos desde la aplicacion de PGEz, T-test
pareado p=0.58). Los circulos blancos en D, E y F indican los valores individuales de cada célula
antes y después de aplicar la PGE:. Los graficos muestran el valor promedio + SEM.

Debido a que en los experimentos realizados anteriormente las elPSCs fueron aisladas
manteniendo a las células en el potencial de reversién de las corrientes excitatorias, OmV (diseccion
por voltaje, figuras 1y 2). Decidimos descartar la participacion de los receptores ionotrépicos para
glutamato en la depresion de la transmisiéon GABAérgica sobre las neuronas piramidales de CA1l
generada por la PGEz. Para esto, en otro set de experimentos utilizamos los antagonistas de los
receptores NMDA y AMPA, APV (50uM) y CNQX (20uM) respectivamente. En estas condiciones, la
aplicacion de la PGE:2 deprime la amplitud de las elPSCs a un 69.1+3.3% del control (n=5, figura 5)
y aumenta la RPP significativamente (0.83+0.07 en el basal y un 0.95+£0.08, a los 20 minutos después
de aplicada la PGEz, n=5, figura 5D). Este resultado sugiere que la depresién de la amplitud de las

elPSCs que genera la PGE:2 no depende de la activacién de los receptores ionotrépicos de glutamato.
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Figura 5. Los receptores ionotropicos para glutamato no participan en la depresién de la
amplitud de las elPSCs generada por PGE;. En A), arriba, se muestran los trazos representativos
de las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CA1 en presencia de APV y CNQX antes
(a, trazo negro) y 20 minutos después de aplicar la PGE:z (b, trazo gris). Abajo, se muestra la amplitud
de las elPSCs normalizadas en funcion del tiempo en presencia de APV y CNQX, la cabeza de flecha
indica el momento que se aplica la PGE:. En B) se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs
20 minutos después de aplicar la PGE:z en presencia de APV+CNQX (SW-test p=0.98 en el basal y
p=0.72, 20 minutos después de aplicar la PGEz, T-test pareado p=0.02). En C), se muestra la RPP
antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE2 (barra gris) en presencia de APV+CNQX
(SW-Test p=0.99 en el basal y p=0.86, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado
p=0.0014). Los circulos blancos en C indican los valores individuales de cada célula antes y después
de aplicar la PGE-. Los gréaficos muestran el valor promedio + SEM.

5.4- La PGE; deprime la transmision GABAérgica sobre las neuronas piramidales del area de
CAl del HPCd através del receptor EPs

Los receptores para la PGE: se expresan heterogéneamente en el HPC, por ejemplo, se ha
descrito que el EP3R se encuentra expresado en compartimientos tanto pre como post-sinapticos
(Zhu et al., 2005). En roedores, el receptor EPs tiene 3 isoformas derivadas de splicing alternativos
(EPs3a, EP3B y EPs ¥) (Zhu et al, 2005) vy, los resultados de experimentos realizados en cultivos

celulares sugieren que las isoformas EPsa y EPs Yy funcionan como receptores con actividad
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constitutiva (Jin et al., 1997; Hasegawa et. al., 1996). Adicionalmente, la COX-2, enzima clave en la
sintesis de PGE, puede actuar tanto de manera constitutiva como inducible (Smith et al., 1996; Vane
et al., 1998). Por lo tanto, decidimos determinar si el EP3R puede modular la eficacia sinaptica
GABAérgica basal. Analizamos la amplitud de las elPSCs antes y después de perfundir el
antagonista del EP3R (L-798, 100nM) en el LCA de registro. Observamos que el L-798 induce un
aumento de la amplitud de las elPSCs (desde 693.7+96.1pA en el basal hasta 892.6+44.1pA en
presencia de L-798, n=3, figura 6B), lo que sugiere que el EP3R tiene una actividad constitutiva que

proporciona un mecanismo ténico persistente para afinar la transmision sinaptica GABAérgica.

En otro set de experimentos evaluamos la participacion del EPsR en la depresion de la
transmision GABAérgica generada por la PGE2. Al incubar las rebanadas de HPCd con el
antagonista del EP3R (L-798, 100nM), la PGE: es incapaz de deprimir la amplitud de las elPSCs, las
gue alcanzan un valor de 108.2+16.1% del control (n=9, figura 6E y F), sugiriendo que la PGE:
requiere de la activacion del EPsR para deprimir la transmisibn GABAérgica. Sin embargo, en
presencia de L-798, la PGE:2 aln es capaz de aumentar significativamente la RPP (desde 0.56+0.05
en el basal y un 0.63+0.04, 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=9, figura 6G). Por otro lado, al
analizar el CV no encontramos diferencias significativas (desde 0.135+0.02 en el basal hasta
0.139+0.02, a los 20 minutos después de la aplicacién de la PGE2, n=9, figura 6H). Ademas,
observamos que el taudec de las elPSCs disminuye por la aplicacién de la PGE: (desde 55.4+6.8ms
en el basal hasta 33.4+3.4ms, a los 20 minutos después de la aplicacion de la PGEz, n=9, figura 6l).
Estos resultados sugieren que la PGE2 genera cambios en la cinética de la respuesta ya sea por un
aumento en la tasa de desactivacion o de desensibilizacion de los receptores GABAa, probablemente
a través de la activacién de alguno de los otros receptores para PGE: (EP1, EP2 0 EP4). Para
descartar que la aplicacién de la PGE:2 deteriore la interaccién de la pipeta con la membrana celular,
medimos la Ra durante todo el experimento, la cual fue normalizada y graficada en funcién del tiempo
como se muestra en la figura 6B. La aplicacion de la PGE2 no genera cambios significativos en la
Ra, alcanzando un valor de 99.1+3.7%, del control, 20 minutos después de la aplicacion de PGEx,

(n=9, figura 6B), descartando cambios en la interaccion entre la pipeta y la membrana celular.
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Figura 6. El receptor EP; modula la transmision GABAérgica en las neuronas piramidales de
CA1 del HPCd. En A), se muestran los trazos representativos de las elPSCs en el basal (trazo
negro) y después de perfundir el L-798 en el LCA de registro (trazo gris). En B), se muestra la
amplitud de las elPSCs normalizada después de perfundir el L-798 en el LCA de registro (SW-Test
p=0.09 en el basal y p=0.59 después de perfundir el L-798 en el LCA de registro, T-test pareado
p=0.013). En C), se muestra la RPP antes (barra negra) y después de perfundir el L-798 (barra
blanca) (SW-Test p=0.81 en el basal y p=0.067 después de perfundir el L-798, T-test pareado
p=0.035). En D), a la izquierda, se muestran los trazos representativos de las elPSCs registradas
en las neuronas piramidales de CA1 en presencia del antagonista del EP3R (L-798) antes (a, trazo
negro) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos a
y b sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs evocadas por el PPP
antes (trazo negro) y 20 minutos después de aplicar la PGE:z (trazo gris), se encuentran escalados a
la primera respuesta (R1). En E), arriba, se muestra la amplitud de las elPSCs normalizadas en
funcién del tiempo en presencia de L-798, la cabeza de flecha indica el momento que se aplica la
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PGE-:. Abajo, se muestra la resistencia de acceso (Ra) normalizada y graficada en funcién del tiempo
en presencia de L-798 (SW-Test p=0.055 en el basal y p=0.74, 20 minutos después de aplicar la
PGE2, T-test pareado p=0.47). En F), se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs 20 minutos
después de aplicar la PGE:z en presencia de L-798 (SW-test p=0.23 en el basal y p=0.09, y 20 minutos
después de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.20). En G), se muestra la RPP antes (barra negra)
y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris) en presencia de L-798 (SW-test p=0.47 en el
basal y p=0.22, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.032). En H), se muestra
el CV en el basal (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris) en presencia de
L-798 (SW-Test p=0.16 en el basal y p=0.25, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado
p=0.87). En I), se muestra el promedio de Tau de la fase de caida (Taudec) de las elPSCs antes
(barra negra) y después (barra gris) de 20 minutos de la aplicacion de PGE2 (SW-test p=0.57 en el
basal y p=0.057, a los 20 minutos desde la aplicacion de PGE:, T-test pareado p=0.009). Los circulos
blancos indican los valores individuales de cada célula antes y después de aplicar la PGE2. Los
graficos muestran el valor promedio = SEM.
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5.5- La depresién de la amplitud de las elPSCs generada por la PGE, depende de proteinas
quinasas

La PGE: genera modificaciones en la eficacia siniptica a través del control de la actividad
de proteinas quinasas, como por ejemplo el EPsR bloquea la accion de la AC, disminuye la
produccion de AMPc y con ello la actividad de la PKA (Yang and Chen, 2008; Khazaeipool et al.,
2018). Para determinar si la depresion de la transmisién GABAérgica generada por la PGE: en el
HPCd depende de proteinas quinasas, las rebanadas de HPCd fueron pre-incubadas con el inhibidor
no especifico de la PKA, H89 (10uM). En estas condiciones la PGE2 no deprime la amplitud de las
elPSCs, alcanzando un valor de 95.2+9.2% del control (n=4, figura 7B y C). Por otro lado, en
presencia de H89, la PGE2 no aumentd significativamente la RPP (0.39+0.1 en el basal y un
0.61+0.07, 20 minutos después de aplicada la PGE2, n=4, figura 7D). Tampoco encontramos
diferencias significativas en el CV (desde 0.16+0.02 en el basal hasta 0.17+0.01, 20 minutos después
de la aplicacion de la PGEz, n=4, figura 7E) 0 en el taugec de las elPSCs (desde 25.9+4.1ms en el
basal hasta 24.2+3.2ms, 20 minutos después de la aplicacion de la PGEz, n=4, figura 7F). En
conjunto, estos resultados sugieren la participacion de proteinas quinasas, como la PKA, en la
depresion de la amplitud de las elPSCs generada por la PGE2. Para descartar que durante el
experimento se deteriore la interaccion de la pipeta con la membrana celular medimos la Ra. No
encontramos cambios significativos en la Ra durante los experimentos en presencia de H89 en el
LCA de registro (alcanza un 99.3+3.5% del control a los 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=4,
figura 7B), descartando cambios en la interaccion entre la pipeta de registro y la membrana celular

durante los experimentos.
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Figura7.Lainhibicion de proteinas quinasas impide la depresion de la amplitud de las elPSCs
generada por PGEz. En A), a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de las elPSCs
registradas en las neuronas piramidales de CA1l en presencia de H89, antes (a, trazo negro) y 20
minutos después de aplicada la PGE: (b, trazo gris) Al medio, se muestran los trazos a y b
sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran trazos de las elPSCs evocadas por el PPP antes
(trazo negro) y 20 minutos después de aplicada la PGE: (trazo gris), se muestran escalados a la
primera respuesta (R1). En B), arriba, se muestra la amplitud de las eIPSCs normalizadas en funcién
del tiempo en presencia de H89, la cabeza de flecha indica el momento que se aplica la PGEz. Abajo,
se muestra la resistencia de acceso (Ra) normalizada y graficada en funcion del tiempo, (SW-Test
p=013. en el basal y p=0.58, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.33). En C),
se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs 20 minutos después de aplicada la PGE:z en
presencia de H89 (SW-Test p=0.26 en el basal y p=0.47, 20 minutos después de aplicada la PGEx,
T-test pareado p=0.53). En D), se muestra la RPP antes (barra negra) y 20 minutos después de
aplicada la PGE: (barra gris) en presencia de H89 (SW-Test p=0.05 en el basal y p=0.84, 20 minutos
después de aplicada la PGEz, T-test pareado p=0.10). En E), se muestra el CV en el basal (barra
negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris) en presencia de H89 (SW-Test p=0.87
en el basal y p=0.79, 20 minutos después de aplicar la PGE:, T-test pareado p=0.22). En F), se
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muestra el promedio de Tau de la fase de caida (Taudec) de las elPSCs antes (barra negra) y después
(barra gris) de 20 minutos de la aplicacién de PGE: (SW-test p=0.5 en el basal y p=0.7, a los 20
minutos desde la aplicacion de PGE:z, T-test pareado p=0.35). Los circulos blancos en D, Ey F
indican los valores individuales de cada célula antes y después de aplicar la PGE2. Los graficos
muestran el valor promedio = SEM.

5.6- La depresion de la sinapsis GABAérgica generada por la PGE; es especifica en las
entradas sinépticas inhibitorias del stratum piramidale

En los experimentos anteriores, las corrientes inhibitorias fueron evocadas en el stratum
pyramidale, donde se estimulan principalmente las sinapsis inhibitorias perisométicas que regulan el
disparo de potenciales de accion de las neuronas piramidales de CA1. Sin embargo, desconocemos
si la PGE2 también puede deprimir las elPSCs evocadas en el stratum radiatum, donde se
encuentran los terminales axdénicos de interneuronas que inervan la dendrita apical y regulan
principalmente la integracion de los potenciales sinapticos (Forro et al., 2015; Klausberger and
Somogyi, 2008; Pelkey et al., 2017). Para determinar si la PGE2 puede deprimir las sinapsis
inhibitorias en la dendrita apical de las neuronas piramidales, posicionamos el electrodo de
estimulacién en el stratum radiatum como se muestra en el esquema simplificado de la figura 8A. En
estas condiciones, la PGE2 no deprime la amplitud de las elPSCs que fueron evocadas en el stratum
radiatum (alcanza un 99.8+11.8% del control, 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=4, figura 8),
a diferencia de las respuestas evocadas en el stratum pyramidale (figura 2). Sin embargo, es
interesante el aumento significativo de la RPP (desde 0.56+0.05 en el basal hasta un 0.89+0.08, 20
minutos después de aplicada la PGEz, n=4, figura 8C). Estos resultados sugieren que la PGE: tiene
un efecto pre-sinaptico en el stratum radiatum, probablemente por una disminucién en la probabilidad
de liberacion de GABA. A diferencia de los registros obtenidos mediante la estimulacién en el stratum

pyramidale, donde observamos una depresién que involucra cambios en la pre y post-sinapsis.
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Figura 8. La PGE; aumenta la razén por pulsos pareados, pero no deprime la amplitud de las
elPSCs evocadas en el stratum radiatum. En A), un esquema simplificado, que muestra solo
algunas vias inhibitorias y excitatorias en el &rea CA1 del HPC. En el esquema se representa a una
neurona piramidal de CA1 siendo registrada con la técnica de patch-clamp a través de una pipeta de
vidrio con un electrodo de plata en su interior (reg). En negro se esquematiza una interneurona
GABAérgica, que representa la sinapsis inhibitoria sobre la neurona piramidal de CAl, ademas,
muestran los axones que provienen desde las neuronas piramidales de CA3 las cuales son
glutamatérgicas y representan la sinapsis excitatoria sobre la neurona piramidal de CA1l. Las lineas
punteadas delimitan al stratum pyramidale (S. Pyr), stratum radiatum (S. Rad) y el stratum Oriens
(S.0). El electrodo de estimulacién (Estim) se encuentra ubicado en el S. Rad. En B), arriba, se
muestran los trazos representativos de las elPSCs registradas en una neurona piramidal de CAl1 a
un potencial de mantencion de OmV y evocadas en el S. rad como se muestra en A. El trazo negro
(a) es el registro basal y el trazo gris (b) 20 minutos después de aplicar la PGE2. Abajo, se muestra
la amplitud de las elPSCs normalizadas en funcién del tiempo, la cabeza de flecha indica el momento
que se aplica la PGE2 (SW p=0.069 en el basal y p=0.93, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-
test pareado p=0.15). C), se muestra la RPP antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicada
la PGE: (barra gris) (SW-Test p=0.085 en el basal y p=0.72, 20 minutos después de aplicada la
PGE2, T-test pareado p=0.049). En los graficos se muestra el valor promedio + SEM.
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5.7- La PGE; deprime pre-sinapticamente un subgrupo especifico de sinapsis GABAérgicas

En el stratum pyramidale podemos encontrar dos grandes grupos de interneuronas que, por
un lado, expresan el receptor O (interneuronas PV*) o, por otro lado, el receptor CB1 (interneuronas
CCK*), pero ambos receptores no se co-expresan en las mismas interneuronas (Glickfeld et al.,
2008; Nugent et al., 2007). Tanto HOR como CB1R se encuentran acoplados a proteina Gi e inhiben
la via AC-AMPc-PKA, lo que puede reducir la liberacion de GABA en el HPC. Tomando en cuenta la
diferencia en la expresidn de ambos receptores en las terminales GABAérgicas decidimos determinar
si la incubacion de las rebanadas de HPCd con Damgo (3uM) un agonista yOR (Chevaleyre and
Piskorowski, 2014; Drake and Milner, 2002) ocluye la depresion de las elPSCs generada por la PGEz,
por medio de la reduccion o bloqueo de la liberacién de GABA. Nuestros resultados indican que en
presencia de Damgo, la PGE: es incapaz de deprimir significativamente la amplitud de las elPSCs,
alcanzando un 95.1+20.7% del control (n=6, figura 9B y C). Sin embargo, en las mismas condiciones,
la PGE2 aumenta significativamente la RPP (0.65+0.04 en el basal y un 0.83+0.06, 20 minutos
después de aplicar la PGE2, n=6, figura 9D). Estos resultados sugieren que las sinapsis inhibitorias
insensibles a la activacién del HOR, son deprimidas por la PGE: a nivel pre-sinaptico, probablemente

por una disminucién de la probabilidad de liberacién de GABA.

5.7.1- La PGE; deprime post-sinapticamente un subgrupo especifico de sinapsis
GABAérgicas

En otro set de experimentos, decidimos determinar si la incubacién de las rebanadas de
HPCd con WIN (5uM), un agonista de CB1R (Ahumada et al., 2013; Chevaleyre and Piskorowski,
2014; Katona et al., 1999) ocluye la depresién de la transmision inhibitoria generada con la PGE:2 por
medio de la reduccion o bloqueo de la liberacion de GABA. En estas condiciones, la PGE: si genera
una depresion significativa de la amplitud de las elPSCs, alcanzando un 77.4+9.5% del control (n=7,
figura 9F y G). Sin embargo, en presencia de WIN, la PGEz no aumenta la RPP (0.71+0.06 en el
basal y un 0.72+0.04 post aplicacion de PGE2, n=7, figura 9H). Estos resultados sugieren que las

sinapsis inhibitorias insensibles a la activacion del CB1R, son deprimidas por la PGE: a través de un
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mecanismo post-sinaptico, que puede ser por la disminucién del nimero de receptores o0 su

conductancia.
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Figura 9. La PGE; deprime de manera diferencial distintas entradas GABAérgicas sobre las
neuronas piramidales de CAl. En A), a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de
las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CAl en presencia de damgo, antes (a, trazo
negro) y 20 minutos de la aplicacion de PGE: (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos ay b
sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs evocadas con el PPP antes
(trazo negro) y 20 minutos de la aplicacion de PGE: (trazo gris), se encuentran escalados a la primera
respuesta (R1). En B), se muestra la amplitud de las elPSCs normalizadas en funcién del tiempo en
presencia de damgo, la cabeza de flecha indica el momento que se aplica la PGE:z. En C), se muestra
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el porcentaje de cambio de las elPSCs 20 minutos después de la aplicacion de PGE: en presencia
de damgo (SW-Test p=0.35 en el basal y p=0.33, 20 minutos de la aplicacién de PGE2, T-test
pareado p=0.97). En D), se muestra la RPP antes (barra negra) y 20 minutos de la aplicacion de
PGE: (barra gris) en presencia de damgo (SW-test p=0.85 en el basal y p=0.67 después de 20
minutos de la aplicacién de PGEz, T-test pareado p=0.004). En E), a la Izquierda, se muestran los
trazos representativos de las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CA1 en presencia
de WIN, antes (a, trazo negro) y 20 minutos de la aplicacién de PGE: (b, trazo gris) Al medio, se
muestran los trazos a y b sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs
evocadas por el PPP antes (trazo negro) y 20 minutos de la aplicacion de PGE:2 (trazo gris), se
encuentran escalados a la primera respuesta (R1). En F), se muestra la amplitud de las elPSCs
normalizadas en funcién del tiempo en presencia de WIN, la cabeza de flecha indica el momento que
se aplica la PGE2. En G), se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs 20 minutos después de
la aplicacién de PGE: en presencia de WIN (SW-test p=0.097 en el basal y p=0.22, 20 minutos de la
aplicacion de PGE2, T-test pareado p=0.039). En H), se muestra la RPP antes (barra negra) y 20
minutos de la aplicacién de PGE: (barra gris) en presencia de WIN (SW-test p=0.32 en el basal y
p=0.85, 20 minutos de la aplicacion de PGE:, T-test pareado p=0.47). Los circulos blancosen D y H
indican los valores individuales de cada célula antes y después de aplicar la PGE2. Los graficos
muestran el valor promedio + SEM.
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6-Discusion

6.1- La PGE; deprime la transmisién sindptica inhibitoria en el HPCd

Los resultados de este trabajo sugieren que la PGE:2 deprime la eficacia sinaptica
GABAérgica en las neuronas piramidales de la regién de CAl del HPCd, una estructura cerebral
importante para procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria espacial (Broadbent et al.,
2004; Jones and Wilson. 2005; Fanselow and Dong, 2010; Preston and Eichenbaum, 2013).
Adicionalmente, nuestros experimentos muestran que el receptor EPs juega un papel importante en
la depresién de la amplitud de las elPSCs que genera la PGE2. Sugiriendo que la PGE2 modula la
transmision sinaptica GABAérgica a través de la activacion del receptor EP3. En el SN, los EPR
controlan la actividad tanto de neuronas como de células gliales (Bezzi et al., 1998; Sanzgiri et al.,
1999; Akaneya, 2008; Yang and Chen, 2008; Chen and Bazan, 2005b; Sugimoto and Narumiya,
2007). Se ha descrito que la PGE:2 potencia o deprime la eficacia sinptica en diferentes estructuras
del SNC (Akaneya and Tsumoto 2006; Sang et al., 2005; Khazaeipool et al., 2018; Laaris and
Weinreich, 2007; Li et al., 2018). Por ejemplo, en la corteza visual la PGE2 regula a nivel post
sinaptico la potenciacion excitatoria (Akaneya and Tsumoto 2006). En la sinapsis CA3-CA1 del HPC
aumenta la probabilidad de liberacién de glutamato (Sang et al., 2005). En el hipotalamo disminuye
la probabilidad de liberacién de GABA (Khazaeipool et al., 2018). En el nlcleo del tracto solitario
disminuye la eficacia sindptica excitatoria (Laaris and Weinreich, 2007). En el asta dorsal de la
médula espinal participa en la potenciacion dependiente de actividad de la sinapsis glutamatérgica
(Li et al.,, 2018). En el HPC, los cuatro tipos de receptores metabotropicos para la PGE: se
encuentran expresados heterogéneamente (Zhu et al., 2005). Aunque no se han descrito diferencias
en la expresion o funcion de los receptores para PGE: en el eje dorsal-ventral del HPC. Se encuentra
bien documentado que las conexiones, propiedades electrofisiolégicas, expresién génica y la
plasticidad dependiente de actividad de las neuronas son diferentes entre el HPC dorsal y ventral

(Malik et al., 2016; Milior et al., 2016; Tidball et al., 2017; Trompoukis and Papatheodoropoulos, 2000;
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Maruki et al., 2001) lo que hace importante estudiar ambas areas por separado. Nuestros datos son
importantes para entender el papel que juega la PGE: en la regulacion de la eficacia de la transmisién
sinaptica inhibitoria en el circuito del HPCd y, en consecuencia, en las funciones cognitivas que
dependen de esta estructura, como la memoria episddica, memoria de trabajo, memoria espacial,
memoria de corto plazo y memoria de miedo al contexto (Dong et al., 2009; Fanselow and Dong,
2010; Malik et al., 2016; Milior et al., 2016; Hein et al., 2007). La depresién de la transmisién inhibitoria
generada por la aplicacién de PGE:2 es acompafiada de un aumento de la RPP, lo que sugiere una
disminucién de la probabilidad de liberacién de GABA. Entre los componentes pre-sinapticos que
podrian estar involucrados en la generacion de la depresién de las corrientes inhibitorias estan los
que son dependientes y los que son independientes de potenciales de accion. La disminucién de la
frecuencia de las mIPSCs sugiere que la PGE:2 deprime la transmision inhibitoria de manera
independiente del disparo de potenciales de accion, como la disminucion de la probabilidad de
liberacién del neurotransmisor y/o el nUmero de sitios de liberacion. Descartando los componentes
dependientes de potenciales de accién de las sinapsis inhibitorias que sinaptan con las neuronas
piramidales de CAl y las sinapsis que conectan con las interneuronas GABAérgicas rio arriba. Por
otro lado, la PGE2 no genera cambios en el CV, sugiriendo que el mecanismo activado por la PGE:
también tiene un componente post-sinaptico. De manera interesante, al bloquear las proteinas G en
la post-sinapsis con GDPfs en la pipeta de registro (figura 4) la PGE:2 es incapaz de generar la
depresion de la amplitud de las elPSCs. Esto sugiere que la PGE: requiere de la activacion de
proteina G en las neuronas piramidales para deprimir la transmision sinaptica inhibitoria en la regién
de CA1 del HPCd. En estas condiciones, la RPP aumenta en dos de cinco células registradas
después de la aplicacién de la PGE2. Es probable que la PGE: active, en un subgrupo de
interneuronas un mecanismo pre-sinaptico y en otro subgrupo de interneuronas un mecanismo post-
sinaptico. Por lo tanto, cuando utilizamos GDPfs, este bloquea el mecanismo post-sinaptico
impidiendo la depresion de la amplitud de las elPSCs. Por otro lado, las células en que aumenta la
RPP pueden ser parte del grupo de interneuronas en el que la PGE2 genera una disminucion de la
transmision inhibitoria pre-sinaptica. Sin embargo, es necesario aumentar el nimero de

experimentos para disminuir el valor promedio del error estandar y corroborar estos resultados.
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La PGE:2 activa o inhibe la via intracelular AC-AMPc-PKA a través de sus receptores
asociados a proteina G (Yang and Chen, 2008). A nivel pre-sinaptico la PKA puede fosforilar
proteinas de la maquinaria de liberacién de neurotransmisor para aumentar la liberacién de este
(Chevaleyre et al., 2007). Por otro lado, en células de cultivo, también se ha descrito que la PKA
puede fosforilar las subunidades B1 o B3 del receptor ionotrépico GABAa, lo que determina el
aumento o disminucién de su conductancia (Connelly et al., 2013). En el HPCd, es posible que la
PGE: deprima la eficacia sinaptica GABAérgica a través de la disminucién de la actividad de la PKA.
En presencia de H89, un inhibidor no selectivo de la PKA (Davies et al., 2000; Lochner and Moolman,
2006), no observamos la depresion de la amplitud de las elPSCs después de la aplicacion de la
PGE: (figura 7) y tampoco encontramos un aumento significativo de la RPP. Aunque,
especificamente en dos de cuatro células la PGE: si gener6 un aumento de la RPP y en las otras
dos no (figura 7D). En conjunto con los demas resultados, hipotetizamos que la PGE: puede activar
dos mecanismos para deprimir la transmision inhibitoria, tanto en la pre como en la post-sinapsis. Es
probable que el mecanismo post-sindptico que proponemos, sea a través de la disminucién de la
actividad de la PKA. Por otro lado, estos experimentos en presencia de H89 no excluyen la
participacion de otra proteina quinasa, como la PKC, cuya via de sefializacién es activada por el
receptor EP:1 (Sachs et al., 2009; Yang and Chen, 2008; Zhu et al., 2005; Yang et al., 2015). Es
posible que el efecto de la PGE: sobre las sinapsis inhibitorias en las cuales aumenta la RPP sea a
través de un mecanismo pre-sinaptico dependiente de la activacién de la PKC. Sin embargo, es
necesario utilizar otros inhibidores més especificos tanto para la PKA como para la PKC para evaluar

su participacion en la depresion de la transmision inhibitoria generada por la PGE-.

El receptor EP3 se encuentra acoplado a una proteina Gi que inhibe la via AC-AMPc-PKA
(Yang and Chen, 2008). Por otra parte, en el HPC, el EP3R se encuentra expresado principalmente
en compartimientos post-sinapticos, sin embargo, también se puede observar en la pre-sinapsis,
aunque en un porcentaje menor (Zhu et al., 2005). De manera interesante, la perfusion del
antagonista del EP3R, L-798, aumenta la amplitud de las elPSCs y la incubacion previa con L-798
ocluye la depresion de la transmision inhibitoria generada por la PGE:2 (figura 6). Existen 3 isoformas

derivadas de splicing alternativos del receptor EPs (a, B y ¥), las cuales se encuentran expresadas
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en el HPC de modelos murinos (Zhu et al, 2005). De estos receptores, se ha descrito en cultivos
celulares, que el EPsa y EP3y, tienen una actividad constitutiva (Jin et al., 1997; Hasegawa et. al.,
1996), que podrian ser responsables del aumento de la amplitud de las elPSCs que provoca la
perfusion de L-798. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren fuertemente que la PGE2 deprime
la transmision sinaptica GABAérgica a través de la activacion del EP3R. Es posible que el efecto
post-sinaptico que genera la PGE: sea a través de la isoforma  del EPsR, en las neuronas
piramidales de la region de CAL1. Por otro lado, la COX-2, enzima clave en la sintesis de PGEz, puede
actuar tanto de manera constitutiva como inducible (Smith et al., 1996; Vane et al., 1998). Se ha
propuesto que la PGE: derivada de la COX-2 constitutiva, regula la transmision sinptica basal y la
PGE: derivada de la COX-2 inducible puede contribuir a la plasticidad sinaptica dependiente de
actividad (Sang et al., 2005). Es posible que la COX-2 con actividad constitutiva mediante la accién
de la PGE: sea clave para proporcionar un mecanismo ténico para mantener deprimida la
transmision sinaptica GABAérgica basal. Por otro lado, la PGEz, sintetizada por la COX-2 inducible
puede jugar un papel clave en la plasticidad sinaptica inhibitoria dependiente de la actividad neuronal
en el circuito hipocampal.

En presencia de L-798, aunque en una proporcion menor que en el experimento control
(figura 2), la PGE2 aun es capaz de aumentar significativamente en la RPP. Este resultado se puede
explicar por la posible participacién de los otros receptores para PGE:2 (EP1, EP2 0 EP4) los cuales
no hemos evaluado con sus respectivos antagonistas, y que también pueden generar cambios en la
eficacia sinaptica (Yang and Chen 2008). Por ejemplo, los receptores para PGE2 se encuentran
expresados en los astrocitos (Zhu et al, 2005) y la PGE: induce la liberacion de glutamato astroglial
(Bezzi et al., 1998; Sanzgiri et al., 1999). En el HPC, la activacion de los astrocitos genera una
potenciacion de la transmision glutamatérgica sobre las neuronas piramidales de CA1 (Perea and
Araque, 2007). También se ha descrito que la actividad de interneuronas GABAérgicas, por medio
de los receptores GABAgs expresados en los astrocitos, inducen un aumento de calcio intracelular,
generando la liberacién de gliotransmisores lo que induce un aumento de la probabilidad de la
liberacion de glutamato en el HPC (Perea et al., 2016). Adicionalmente, en la region de CA1l, los

astrocitos, a través de receptores Ai1 deprimen las respuestas inhibitorias evocadas por estimulacién
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de interneuronas somatostatina positivas (SOM*) y registradas en las neuronas piramidales de CA1
(Matos et al., 2018). Es posible que la PGE: a través de la activacion de alguno de los receptores
EP1, EP2 0 EP4 genere un aumento de calcio intracelular en los astrocitos y por medio de la liberacién
de un gliotransmisor aumenten la RPP en presencia de L-798. Sila PGE: por medio de la activacién
de los astrocitos deprime la eficacia sinaptica inhibitoria puede ser un mecanismo importante en la
integracion de la informacion en el circuito del HPCd y en las funciones cognitivas que dependen de
esta estructura (Li et al., 2020; Hein et al., 2007; Fanselow and Dong, 2010). Por otro lado, si bien el
aumento o disminucion de la RPP se asocia principalmente a modificaciones pre-sinapticas, también
hay factores post-sindpticos que pueden generar cambios en la RPP, como la tasa de desactivacion
y de recuperacién de la desensibilizacién de los receptores ionotrépicos (Kirischuk et al., 2002; von
Engelhardt et al., 2010; Guzman and Jonas 2010; Dawe et al., 2013). Nosotros observamos que la
PGE: disminuye el taudec de las elPSCs, tanto en el experimento control (figura 2) como en presencia
de L-798 (figura 6). Sin embargo, cuando aplicamos la PGE: utilizando GDPfs en la pipeta de
registro o en presencia de H89 en el LCA no observamos cambios en el taudec de las elPSCs (figura
4 y 7). Estos resultados sugieren que la PGE: a través de los EPR de tipo 1, 2 o 4 acoplados a
proteinas G en las neuronas piramidales de la regién de CA1, modula la tasa de desactivacion y/o
en la tasa de recuperacion de la desensibilizacion de los GABAAR. De esta manera, los receptores
GABAA pueden volver a su estado cerrado mas rapido y estar listos para ser activados por el GABA
liberado en el segundo estimulo del protocolo de pulsos pareados, haciendo que la segunda
respuesta aumente de amplitud y con ello la RPP. Tomando en consideracion que la PGE2 también
potencia la transmisién excitatoria aumentando la probabilidad de liberacién de glutamato (Sang et
al., 2005), utilizamos los antagonistas para los receptores NMDA y AMPA para descartar su
participacion en la depresion de la transmisién GABAérgica. En estas condiciones la PGE2 también
es capaz de generar la depresion de la amplitud de las elPSCs (figura 5), lo que sugiere que el efecto
de la PGE:2 es sobre la sinapsis inhibitoria y no a través de los receptores ionotrépicos
glutamatérgicos. Sin embargo, la RPP en el registro basal es mayor en las elPSCs registradas en
presencia de los antagonistas glutamatérgicos que las elPSCs aisladas por el potencial de reversion

de las sinapsis glutamatérgicas, 0OmV (figura 2). Adicionalmente, el aumento en la RPP generado por
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la PGE:2 es en proporcion menor en presencia de APV y CNQX que en el experimento control (figura
2 y 5). Aun asi, en estas condiciones, la PGE2 genera un aumento de la RPP, sugiriendo una
disminucién de la probabilidad de liberacion de la sinapsis GABAérgica. Esta diferencia en la RPP
entre ambos experimentos puede sugerir que, por un lado, los receptores NMDA o AMPA mantienen
aumentada la probabilidad de liberacion de GABA basal y, por otro lado, el efecto de la PGE:2 sobre
la sinapsis excitatoria puede contribuir en el aumento de la RPP de las elPSCs. En conjunto con los
experimentos anteriores, es posible que el aumento de la RPP en presencia de L-798 se deba al
efecto de la PGE: sobre la transmisién excitatoria, ya sea sobre las interneuronas inhibitorias o las
neuronas piramidales de la region de CAL.

Las interneuronas GABAérgicas del area de CA1l dorsal juegan un papel crucial en la
memoria espacial (Yu et al., 2018). Adicionalmente, la activacién de los receptores GABAa en el area
de CALl dorsal deteriora la consolidacion de la memoria del miedo al contexto (Misane et al., 2012).
En las enfermedades neuropsiquiatricas se ha observado una hipofuncion de las interneuronas PV*,
lo que sugiere un papel relevante de este tipo de interneuronas en la génesis y/o establecimiento de
diversas enfermedades psiquiatricas (Hu et al., 2015; Kaar et al., 2019; McNally et al., 2013; Pérez
et al., 2019; Ruden et al., 2021). Las interneuronas que forman las sinapsis perisomaticas en el
stratum pyramidale son esenciales para la integracién de los potenciales sinapticos, lo que es
importante en la regulacion del disparo de potenciales de accién de las neuronas piramidales de CA1
(Miles et al., 1996). A diferencia de las sinapsis GABAérgicas en el stratum radiatum, que se
encuentran mas distales del soma de las neuronas piramidales y que controlan la sumacion y
propagacion de potenciales sinapticos en la dendrita (Miles et al., 1996). Nosotros encontramos que
la PGE2 no deprime la amplitud de las elPSCs obtenidas por estimulacion en el stratum radiatum
(figura 8) pero si aumenta la RPP. Esto sugiere que a diferencia del stratum pyramidale, en el stratum
radiatum la PGE: tiene un efecto pre-sinaptico, probablemente por una disminucién de la
probabilidad de liberacion de GABA, sin generar modificaciones post-sinapticas. Las interneuronas
del area de CA1 del HPC se pueden dividir en dos grandes grupos celulares, las interneuronas PV*
que expresan el HOR, y las CCK*, las cuales expresan el CB1R (Chevaleyre and Piskorowski, 2014;

Pelkey et al., 2017). La expresion diferencial de ambos receptores permite usar los agonistas de
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MOR o CB1R para inhibir la via de sefializacion AC-AMPc-PKA por separado en ambos grupos de
interneuronas. Nuestros datos sugieren que en las sinapsis inhibitorias que no son deprimidas por el
MOR, la PGE:2 genera una depresion pre-sinaptica y en las sinapsis inhibitorias que no son
deprimidas por el CB1R la PGE: genera una depresion post-sindptica (figura 10). Estos datos
sugieren que la PGE: tiene diferentes efectos dependiendo de la entrada sinptica inhibitoria que se
estimule. Considerando la distribucién de las interneuronas en el area de CA1 del HPC, es posible
gue en el stratum pyramidale la activacion de los receptores para PGE2 como el EPs3R que se
encuentra expresado principalmente en la post-sinapsis (Zhu et. al., 2005) sea importante para
generar la depresion de la amplitud de las corrientes inhibitorias. Por otro lado, los cambios pre-
sinapticos que se observan tanto en el stratum radiatum como pyramidale se pueden deber a una
disminucién de la probabilidad de liberacion por medio de la activacion de receptores para PGE: en
los terminales pre-sinapticos o en los astrocitos (figura 10). En base a los resultados obtenidos,
proponemos que la PGE2 deprime diferentes tipos de interneuronas inhibitorias por al menos dos
mecanismos diferentes, uno pre y otro post-sinaptico, probablemente mediante una disminucion en
la probabilidad de liberacion de GABA y/o por una disminuciéon en el nimero o en la conductancia
de los receptores GABAa. La diferencia en los efectos observados por la aplicacion de PGE: se
puede deber a los distintos tipos de interneuronas que se encuentran en el HPCd. Por ejemplo, es
posible que las interneuronas en canasto PV* que se encuentran en el stratum pyramidale sean
deprimidas por mecanismos post-sinapticos como la disminucién del nimero o de la conductancia
de los receptores GABAa. En cambio, las interneuronas en canasto CCK* que inervan el somay la
dendrita principal o las interneuronas asociadas a las colaterales de Schaffer cuyos axones inervan
la dendrita apical y las dendritas basales, podrian estar siendo deprimidas por mecanismos pre-
sinapticos como la disminucion de la probabilidad de liberacion o la cantidad de neurotransmisor en

las vesiculas sinpticas (tamafio quantal).
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Figura 10. Esquema del mecanismo hipotético que activa la PGE; para deprimir latransmision
GABAérgica en el hipocampo dorsal. En la imagen se muestran dos entradas inhibitorias, que
representan las sinapsis GABAérgicas moduladas por los receptores CB1 y nO (receptor de
cannabinoide tipo 1 y de mu opioide, respectivamente). Se esquematizan los posibles mecanismos
utilizados por la PGE2 para deprimir la transmisién GABAérgica. Un posible mecanismo post-
sinaptico estaria mediado por el la activacion del EP3Rp (receptor para PGE: tipo 3[3) y la inhibicion
de la via intracelular adenilato ciclasa (AC), AMP ciclico (AMPc) y proteina quinasa A (PKA). Aunque
los splicing alternativos EPsRa y EP3Ry no se muestran en el esquema, es posible que controlen la
transmision GABAérgica basal, manteniendo deprimida la sinapsis inhibitoria. Al ser bloqueados por
el antagonista del EP3R, L-798, se inhibe el control mediado por EPsRa o EPsRy provocando un
aumento de la amplitud de las corrientes inhibitorias. Por otro lado, en el esquema se muestran los
receptores para PGE: (EPR) tanto en neuronas como en astrocitos, donde la expresién de algun tipo
de EPR podria también participar en la depresion de la sinapsis inhibitoria. Por ejemplo, en laimagen
se puede observar que la activacion de los EPR aumentaria la concentracién de calcio (Ca**)
intracelular en los astrocitos, lo que desencadena la liberaciéon de un gliotransmisor que modula la
eficacia sindptica inhibitoria a nivel pre o post-sinaptico a través de la activacion de un receptor para
gliotransmisor (GPR).
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La regulacién de la sinapsis inhibitoria es esencial para el correcto funcionamiento de los
circuitos cerebrales (Tremblay et al., 2016), incluido el HPCd (Yu et al., 2018). Por ejemplo, la
actividad de las interneuronas SOM* y PV* es importante en la generacion del ritmo gamma en el
HPC (Antonoudiou et al., 2020) y las CCK* se han relacionado con el ritmo theta (Klausberger et al.,
2005). Por lo tanto, la depresion que induce la PGE: sobre la sinapsis inhibitoria puede ser importante
en la generacién o mantencion de las oscilaciones neuronales, las cuales son cruciales para las
funciones cognitivas que dependen del HPC (Forro et. al., 2015; Antonoudiou et. al., 2020). La PGE:z
juega un papel importante en el funcionamiento del circuito hipocampal, potencia la transmisién
excitatoria (Sang et al., 2005) y deprime la inhibitoria (figura 2) en las neuronas piramidales de la
region de CAL. Por otro lado, se ha descrito que la perfusion de PGE2 en el HPCd deteriora la
memoria del miedo al contexto (Hein et al., 2007). Ademas, en ratones KO para el receptor EP2, se
observa un deterioro de la memoria espacial (Yang et al., 2009) un proceso cognitivo relacionado
principalmente al HPCd.

Nuestro trabajo sugiere que la PGE2 es un neuromodulador importante de la sinapsis
GABAérgica del HPCd, disminuye la inhibicion sobre las neuronas piramidales de CAl
principalmente en el stratum pyramidale. La desregulacion del sistema neuromodulador de PGs se
ha reportado en diferentes neuropatologias, entre estas, podemos destacar el Alzheimer, Parkinson,
isquemia cerebral, la esquizofrenia, depresion y el estrés (Andreasson, 2010; Bartels and Leenders,
2010; Cimino et. al., 2008; Liu et al., 2019; Furuyashiki and Narumiya, 2011; Furuyashiki et al., 2019;
Leza et al., 2015; Muller, 2019; Mdller et al., 2004, 2015; Nitta et al., 2013). Los déficits cognitivos
que se observan en este tipo de enfermedades estan relacionados a los procesos neuroinflamatorios,
donde se observa un aumento de la actividad de la COX-2 y de la sintesis de PGs (Song et al., 2018;
Mdiller and Schwarz, 2008; Hein and, O'Banion, 2009; Furuyashiki and Narumiya, 2011; Liang et. al.,
2008; Lima et. al., 2012; Famitafreshi and Karimian, 2020; L6pez and Ballaz, 2020). En experimentos
con roedores sometidos a una laparotomia se observé un aumento de la expresion del receptor EP3
en el HPC (Xiao et. al., 2018). Ademas, en modelos murinos de Alzheimer se ha descrito que el EPsR
disminuye la capacidad de generar plasticidad a largo plazo en el HPC (Maingret et. al., 2017) y en

ratones con isquemia cerebral se ha descrito un aumento de la expresion del EP2R en estructuras
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como el HPC (Liu et. al., 2019). Los resultados de este trabajo aportan informacion importante para
comprender los mecanismos celulares que utiliza la PGE2 para modular la transmision sinaptica en
el HPCd. De esta manera, nuestros datos son una base para futuros estudios en la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos para tratar los sintomas cognitivos, como la pérdida de memoria que
se observa en diferentes neuropatologias, en la cuales se ha descrito una desregulacion del sistema

de PGs.
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7-Conclusiones

En resumen, las conclusiones de este trabajo son:

Nuestros resultados muestran que la PGE2 exdgena deprime la transmision sindptica
GABAérgica sobre las neuronas piramidales de la region CA1 en el HPCd mediante la activacién de
mecanismos celulares tanto pre como post-sinapticos en diferentes sub-grupos de sinapsis
inhibitorias. La depresion de la sinapsis inhibitoria depende de receptores post-sinapticos acoplados
a proteinas G. El receptor EP3 modula la transmisién GABAérgica basal y participa en la depresion
de la amplitud de las corrientes inhibitorias generada por la PGE2 exdgena, lo que sugiere que las
isoformas del EP3R pueden tener una actividad tanto constitutiva como inducible. Por ejemplo, la
isoforma B del receptor EP3 que podria deprimir la amplitud de las corrientes inhibitorias a través de
inhibir la via AC-AMPc-PKA por la aplicacion de PGEz. De esta manera, la disminucion de la actividad
de la PKA en la post-sinapsis generaria una disminucién en el nimero o la conductancia de los
receptores ionotropicos GABAa. Por otro lado, la actividad constitutiva que tienen las isoformas a o
y del receptor EP3 podrian modular la eficacia sinaptica GABAérgica basal manteniendo un nivel de
inhibicion ténico en la sinapsis GABAérgica sobre las neuronas piramidales de CAl. Ademas, la
PGE: genera una disminucion en la cinética de las respuestas lo que sugiere un aumento de la tasa
de desactivacion o de recuperacion de la desensibilizacion de los GABAAR independiente del EPsR.
Sugiriendo que, posiblemente, los otros receptores para PGE: también estén encuentren
involucrados en la modulacién de la transmision inhibitoria. A nivel pre-sinéptico, los receptores para
PGE: expresados en los terminales sinapticos o en los astrocitos podrian generar la disminucion de
la probabilidad de liberacién de GABA o la cantidad de neurotransmisor en las vesiculas singpticas
(tamafio quantal). Estos resultados muestran la importancia de la PGE: en el control de la eficacia
sindptica inhibitoria del circuito hipocampal, lo que puede tener implicancias importantes en la
integracion de la informacion y con los procesos cognitivos que dependen del HPCd.
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Anexo

Proyeccion

PGE; en un modelo de ratas adultas tratadas con ketamina en la adolescencia

La PGE:2 juega un papel importante en la fisiologia del sistema nervioso (Chen and Bazan,
2005a, Chen et al., 2002; Khazaeipool et al., 2018; Mizutani et al., 2015; Sang et al., 2005; Yang and
Chen, 2008). Nuestros resultados muestran que la PGE:2 deprime la eficacia sinaptica GABAérgica
sobre las neuronas piramidales de la regién de CA1l mediante mecanismos tanto pre como post-
sindpticos en sinapsis inhibitorias diferentes (figura 10). Se ha descrito que el sistema de PGs se
encuentra desregulado en trastornos neuropsiquiatricos como la depresién, el estrés o la
esquizofrenia (Song et al., 2018; Furuyashiki and Narumiya, 2011; Muller et al., 2004; Muller and
Schwarz, 2008). Por ejemplo, estudios en pacientes con esquizofrenia, muestran que los niveles de
PGE: en el plasma se encuentran aumentados (Kaiya et al., 1989), ademas en estudios post-mortem
se observé una mayor expresion de la maquinaria enzimatica que sintetiza a las PGs (Trépanier et
al., 2016). Sin embargo, el efecto neuromodulador de la PGE:, sobre la transmisién sinaptica en un
modelo murino de esquizofrenia se desconoce. La desregulacion de la modulacién de la transmision
singptica hipocampal podria causar diferentes problemas en las funciones cognitivas como el
aprendizaje y la memoria espacial que dependen del HPCd. Como proyeccién de este trabajo,
realizamos algunos experimentos preliminares en un modelo de ratas adultas tipo esquizofrénicas
generadas por inyecciones con ketamina (ket) en la adolescencia (p45-p51) lo que genera un
deterioro en la memoria de trabajo y una disminucién de la sinapsis inhibitoria en la corteza prefrontal
(Pérez et al., 2019). Por otro lado, en el HPCv no se han encontrado diferencias en la eficacia
sinaptica inhibitoria basal. Sin embargo, la actividad neuronal del HPCd no se ha estudiado, ademés
se desconoce si la neuromodulacion de la transmisidon sinaptica hipocampal se encuentra
funcionando normalmente. Por lo tanto, decidimos determinar si al activar de manera farmacolégica

los receptores para PGE:2 en rebanadas de HPCd de ratas adultas (>p60) que fueron tratadas con
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ket en la adolescencia (p45-p51) se encuentra alterada, en comparaciéon a las ratas controles
tratadas con suero fisiolégico (vehiculo). En las neuronas piramidales de la region de CA1 del HPCd
de ratas tratadas con ket y vehiculo (veh), estudiamos la potenciacién de la transmision
glutamatérgica generada por la PGE: descrita en literatura (Sang et al., 2005) y la depresién de la
transmision inhibitoria por la aplicacion de PGE:2 que observamos en este trabajo (figura 2). De
manera, interesante encontramos que en el grupo de ratas tratadas con ket la potenciacién de la
sinapsis excitatoria y la depresion de la sinapsis inhibitoria generada por la PGE:2 se encuentran
disminuidas. Estos resultados son una base importante para futuros estudios que busquen posibles
blancos terapéuticos para el tratamiento de los déficits cognitivos presentes en enfermedades

neuropsiquiatricas como por ejemplo la esquizofrenia.

Depresion de la transmision inhibitoria generada por la PGE2 en un modelo de ratas tratadas

con ketamina

Para evaluar si la depresion de la sinapsis inhibitoria por PGE2 se encuentra alterada en el
modelo de ratas ket, comparamos el efecto de la PGE:z sobre las amplitudes de las elPSCs en
neuronas piramidales de CA1 del HPCd en ratas tratadas con ket y ratas tratadas con veh (figura 1
del anexo). Registramos las elPSCs antes y después de aplicar la PGE:z por alrededor de 1 minuto
tanto en el grupo de ratas tratadas con veh como ket. En estas condiciones, en el grupo veh la PGE:
deprime la amplitud de las elPSCs a un 63.7+6.9% (n=6, figura 1A y B anexo) no asi en el grupo ket
donde la amplitud en promedio alcanza un 87.1+6.2% (n=6, figura 1A y B anexo). Ademas, la PGE:
induce un aumento significativo en la RPP en el grupo veh (desde un 0.55+0.03 en el basal y hasta
un 0.81+0.05, a los 20 minutos después de aplicar la PGE-2, n=6, figura 1D anexo) no asi en el grupo
ket (desde un 0.62+0.06 en el basal y hasta un 0.74+0.05, 20 minutos después de aplicar la PGEz,
n=6, figura 1D anexo). Estos datos indican que la depresion generada por la PGE: sobre la amplitud

de las elPSCs en el grupo de ratas tratadas con ket es menor que en el control.
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Figura 1 anexo: PGEz no genera una depresién significativa de la amplitud de las elPSCs en
las ratas tratadas con ket. En A), arriba a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de
las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CA1 de ratas veh, antes (a, trazo negro) y 20
minutos después de aplicar la PGE:2 (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos a y b
sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs obtenidas con el PPP
pareados escaladas a la primera respuesta (Ri1). Abajo a la Izquierda, se muestran los trazos
representativos de las elPSCs registradas en las neuronas piramidales de CA1l de ratas ket, antes
(a, trazo negro) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (b, trazo gris). Al medio, se muestran los
trazos a 'y b sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran los trazos de las elPSCs obtenidas con
el PPP escaladas a R:. En B) se muestra la amplitud de las elPSCs normalizadas en funcion del
tiempo, los circulos en gris oscuro muestran las elPSCs de las ratas veh y los circulos blancos
muestran las elPSCs de las ratas ket. En C), se muestra el porcentaje de cambio de las elPSCs
normalizadas a la linea base 20 minutos después de aplicar la PGE: en el grupo veh (barra gris
oscura) (SW-test p=0.86 en el basal y p=0.45 20 minutos después de aplicar la PGEz, T-test pareado
p=0.017) y en el grupo ket (barra blanca) (SW-test p=0.35 en el basal y p=0.37 20 minutos después
de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.096, entre ambos grupos se utiliz6 Anova one way test
p=0.025) indicado por el simbolo numeral. En D), a la izquierda, se muestra la RPP en el grupo veh
antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris claro) (SW-Test p=0.27 en
el basal y p=0.56 después de 20 min de la aplicacion de PGE:z, T-test pareado p=0.00025). A la
derecha, se muestra la RPP en el grupo ket antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la
PGE: (barra gris claro) (SW-Test p=0.26 en el basal y p=0.77 20 minutos después de aplicar la PGEz,
T-test pareado p=0.11). ANOVA two way indica que la PGE: tiene un efecto significativo en la RPP
(p=0.0039), sin diferencias entre los grupos veh y ket (p=0.62) y sin interaccién entre el efecto de la
PGE:z enla RPPy los grupos veh y ket (p=0.32). En el grafico se muestra que no hay diferencia entre
el efecto de la PGE: en la RPP de los grupos veh y ket (p=0.31). Se utilizé post hoc Holm-sidak test
para las comparaciones de los promedios. Los graficos muestran el promedio + SEM.
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Por otro lado, para determinar si la PGE:2 disminuye la probabilidad de liberacién de GABA
registramos las mIPSC en el grupo de ratas tratadas con ket. Al igual que en el grupo control (figura
3) la aplicacion de la PGE: también genera una disminucion de la frecuencia de las mIPSC
(0.68+0.2Hz en el basal y 0.28+0.1Hz post aplicacién de la PGEz, n=4, figura 2C anexo) sin cambios
en su amplitud (20.3+5.4pA en el basal y 18.8+3.9pA, 20 minutos después de aplicar la PGEz2, n=4,
figura 2C anexo). El analisis de probabilidad acumulada del intervalo inter-evento (en ms) y de la
amplitud (en pA), antes y después de aplicar la PGE2 muestra una disminucion significativa de la
frecuencia, pero no de la amplitud de las mIPSC (figura 2B anexo). Estos resultados sugieren que la
disminucién de la probabilidad de liberaciéon generada por la PGE:2 en la transmisién inhibitoria de
ratas tratadas con ket es similar a las ratas controles (veh).

En resumen, la PGE:2 genera depresion de la eficacia sinaptica GABAérgica de manera
independiente del disparo de potenciales de accion en el grupo de ratas ket. Sin embargo, la
depresion de amplitud y aumento de la RPP de las elPSCs no cambian significativamente, aunque
si hay una tendencia, la cual se puede explicar debido a que la regulacién de la transmisién sinaptica
inhibitoria mediada por la PGE: funciona normalmente en ratas ket. El problema puede estar en el
aumento o la disminucion de diferentes conductancias iénicas que podria controlar la PGE:. En el
HPC se ha descrito que regula las conductancias de potasio en las neuronas piramidales de CAl
(Chen and Bazan, 2005a). Adicionalmente, la PGEz también activa conductancias de sodio que
aumentan la excitabilidad de las neuronas del bulbo raquideo que controlan la frecuencia respiratoria
y en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal asociadas a las vias del dolor (Koch et. al.,
2015; Baba et. al., 2001). En los registros de las elPSCs, el estimulo eléctrico genera el disparo de
potenciales de accioén en las fibras que se encuentran en el lugar donde se encuentra el electrodo
de estimulacion. Es posible que la PGE:2 tenga un efecto sobre las conductancias de las
interneuronas GABAérgicas o sobre las neuronas excitatorias o inhibitorias que hacen sinapsis sobre
ellas. De esta manera, el mecanismo que activa la PGE: para regular la excitabilidad del circuito
puede estar alterado, no asi el mecanismo sinaptico independiente de potenciales de accion. La

tendencia a la disminucion que se observa en la amplitud de las elPSCs y al aumento de la RPP
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podria deberse a que es necesario que ambos mecanismos se activen para poder observar la

depresion significativa de la transmisién GABAérgica en el HPCd.
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Figura 2 anexo: La PGE; disminuye la frecuencia las mIPSC en el grupo ket. En A) a la
izquierda, se muestran los trazos representativos de las mIPSC registradas en las neuronas
piramidales de CA1 de ratas ket en el basal. A la derecha, se muestran los trazos representativos
de las mIPSC 20 minutos después de aplicar la PGE2En B) alaizquierda, se muestra la probabilidad
acumulada del intervalo inter-evento (lIE) del grupo ket (KS p=0.0007). A la derecha, se muestra la
probabilidad acumulada de amplitud del grupo ket (KS-test p=0.99). La linea gris clara indica la
probabilidad acumulada en el basal y la linea gris oscura indica la probabilidad acumulada 20 minutos
después de aplicar la PGE: en ratas ket. En C) se muestran los promedios de la frecuencia (a la
izquierda, SW-Test p=0.88 en el basal y p=0.21 después de 20 minutos de la aplicacion de la PGEz,
T-test pareado p=0.024) y de la amplitud (a la derecha, SW-test p=0.66 en el basal y p=0.88 después

de 20 minutos de la aplicacion de la PGE>, T-test pareado p=0.55) antes (barras gris claro) y 20
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minutos después de aplicar la PGE: (barras gris oscuro) en el grupo ket. Los gréaficos muestran el
promedio + SEM.

Potenciacion de la transmisién excitatoria generada por PGE; en ratas tratadas con ket

La PGE: genera potenciacion de la transmision excitatoria en las neuronas piramidales de
CA1 del HPCd mediante la activacion del EP2R (Sang et al 2005). Para evaluar el efecto de la PGE:
sobre las corrientes post-sinapticas excitatorias evocadas (eEPSCs) utilizamos el potencial de
reversion de las corrientes GABAérgicas (-60mV) y de esta manera aislar las eEPSCs en las
neuronas piramidales de CAlde ratas veh y ket. La PGE2 genera una potenciacién de la amplitud de
las eEPSCs en las neuronas piramidales de CALl en el grupo veh, la amplitud promedio alcanza un
166.3+27.3% del control (n=6, figura 3B anexo). Sin embargo, el efecto de la PGE:z sobre las
corrientes excitatorias en las ratas tratadas con ket, la amplitud solo alcanza un 121.7+11.9% del
control (n=6, figura 3B anexo). La disminucién de la RPP confirma el aumento de la probabilidad de
liberacién que induce la PGE: en la sinapsis glutamatérgica en las neuronas piramidales de CA1 del
HPCd de ratas tratadas con veh (desde un 1.68+0.13 en el basal y un 1.44+0.10, a los 20 minutos
después de aplicar la PGEz, n=6, figura 3D anexo). Por otro lado, en el grupo de ratas tratadas con
ket, la RPP no aumenta significativamente por la aplicacién de PGE: (desde un 1.39+0.05 en el basal
y un 1.43+0.09, a los 20 minutos después de aplicar la PGE2, n=6, figura 3D anexo). La RPP basal
en el grupo de células registradas en HPCd de ratas ket es menor que en el grupo veh, lo que sugiere
que en la probabilidad de liberacién se encuentra aumentada en el grupo ket. Adicionalmente, la
disminucién de la RPP generada por la PGE2 se observa en el grupo veh, no asi en ratas ket.
Nuestros resultados sugieren que la potenciacion de la transmisién excitatoria inducida por la PGE:
se encuentra alterada en el modelo de ratas ket. Sin embargo, se necesitan futuros experimentos
para determinar el efecto del tratamiento con ket en la plasticidad sinaptica glutamatérgica mediada
por PGEx-.

En conjunto, estos resultados muestran el importante papel que juega la PGE:z sobre el
control de la eficacia sinaptica en el HPCd, posiblemente, a través de diferentes mecanismos que
podrian participar del procesamiento de la informacién. Adicionalmente, mostramos que la capacidad
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de la PGE:2 generar cambios en la eficacia sinptica inhibitoria y excitatoria se encuentra deteriorada
en un modelo de ratas ket. Este modelo murino, es aceptado por reproducir algunos sintomas
cognitivos de la esquizofrenia (Pérez et al., 2019). Nuestros datos, aportan bases importantes para
futuras investigaciones que busquen dilucidar los mecanismos celulares de la PGE: tanto en la
fisiologia como fisiopatologia del SN. Es posible que uno o mas de los mecanismos activados por la
PGE:2 que modulan la eficacia sinaptica excitatoria e inhibitoria se encuentran alterados en el modelo
de ratas tipo esquizofrénicas (ratas ket). Lo que sugeriria que en el modelo ocurren alteraciones en
el sistema de PGs deteriorando la capacidad de generar cambios en la eficacia sinaptica en

respuesta a la aplicacion de PGE: exdgena.
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Figura 3 anexo: Potenciacién de la transmision excitatoria generada por PGE; en ratas
tratadas con veh y ket. En A), arriba a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de las
eEPSC registradas en las neuronas piramidales de CAl de ratas veh, antes (a, trazo negro) y 20
minutos después de aplicar la PGE:2 (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos a y b
sobrepuestos (a+b). A la derecha, se muestran las respuestas obtenidas con el PPP escaladas a
R:. Abajo a la Izquierda, se muestran los trazos representativos de las eEPSC registradas en las
neuronas piramidales de CA1 de ratas ket, antes (a, trazo negro) y 20 minutos después de aplicar la
PGE: (b, trazo gris). Al medio, se muestran los trazos a y b sobrepuestos (a+b). A la derecha, se
muestran las respuestas obtenidas con el PPP escaladas a R1. En B) se muestra la amplitud de las
eEPSC normalizadas en funcion del tiempo, los circulos en gris oscuro muestran las eEPSC de las
ratas vehy los circulos blancos muestran las eEPSC de las ratas ket. En C), se muestra el porcentaje
de cambio de las eEPSC a 20 minutos después de aplicar la PGE:2 en el grupo veh (barra gris oscura)
(SW-Test p=0.74 en el basal y p=0.059, 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado
p=0.014) y en el grupo ket (barra blanca) (SW-test p=0.75 en el basal y p=0.61, 20 minutos después
de aplicar la PGEz2, T-test pareado p=0.075), Anova one way para comparar ambos grupos (p=0.058)
indicado por el simbolo numeral. En D), a la izquierda, se muestra la RPP en el grupo veh antes
(barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra gris claro) (SW-test p=0.21 en el basal
y p=0.26 20 minutos después de aplicar la PGE2, T-test pareado p=0.0018). A la derecha, se
muestra la RPP en el grupo ket antes (barra negra) y 20 minutos después de aplicar la PGE: (barra
gris claro) (SW-Test p=0.84 en el basal y p=0.51 20 minutos después de aplicar la PGEz, T-test
pareado p=0.32). ANOVA two way indica que la PGE2 no tiene un efecto significativo en la RPP
(p=0.37), sin diferencias entre los grupos veh y ket (p=0.082) y sin interaccion entre el efecto de la
PGE:z enla RPPy los grupos veh y ket (p=0.13). En el grafico se muestra que no hay diferencia entre
el efecto de la PGE: en la RPP de los grupos veh y ket (p=0.84). Se utilizé post hoc Holm-sidak test
para las comparaciones de los promedios. Los graficos muestran el promedio + SEM.
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