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Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

AM251: antagonista especifico de CB1R.

APV o D-AP5: &cido D-2-aminofosfonovalerato, antagonista especifico del receptor
NMDA.

Atropina: antagonista competitivo de mACh-R.

cAMP: AMP ciclico.

CB1-R: receptor de endocanabinoides tipo 1.

CCK: neuropéptido colecistoquinina

CNQX: antagonista del receptor AMPA/Kainato.

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

eCBs: endocanabinoides.

fIPSP: potenciales post-sinapticas inhibitorias de campo.

GABA: acido y-Aminobutirico, principal neurotransmisor inhibitorio.

GABAAx -R: receptor ionotropico de GABA tipo A.

GABAg; -R: receptor metabotrépico de GABA tipo B.

GABACc-R: receptor ionotropico de GABA tipo C.



iLTD: depresion a largo plazo de sinapsis inhibitorias (i.e. inhibitory LongTerm Depression)
LCA: liquido cefaloraquideo artificial.

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

LTP: potenciacion a Largo Plazo (i.e. Long Term Potenciation)

MACh-R: receptor de Acetilcolina del tipo muscarinico.

MCPG: antagonista no selectivo para receptores mGlu del tipo 1 y II.

MGIu-R: receptor metabotrépico de Glutamato.

NACh-R: receptor de Acetilcolina de tipo nicotinico.

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

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

PV: proteina ligando de calcio parvalbimina

SNC: Sistema Nervioso Central.

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

El concepto de plasticidad sinptica implica la capacidad del sistema nervioso (SN) para
modificar sus circuitos de acuerdo con los requisitos del entorno. Numerosas evidencias
sugieren que las modificaciones a largo plazo de la eficacia sindptica dependiente de
actividad, como la potenciacion o la depresion a largo plazo (LTP o LTD, respectivamente)
es el sustrato celular del aprendizaje y la memoria. El estudio de los mecanismos
celulares y moleculares, involucrados en la induccién, expresion, regulacion y mantencion
de la eficacia sinaptica, han sido centrados principalmente en la transmision excitatoria.
Sin embargo, los mecanismos celulares y circuitales involucrados en la induccion vy
expresion de la plasticidad sinaptica inhibitoria han sido hasta ahora menos estudiados.
Se ha demostrado que cambios en la eficacia de la transmisién inhibitoria es fundamental
para el control de la excitabilidad de un circuito neuronal. Diferentes tipos de
neurotransmisores y sustancias neuromoduladoras (Acetilcolina (ACh),
endocanabinoides (eCBs) o Glutamato) pueden regular la eficacia de las sinapsis
inhibitorias. Aunque la ACh, juega un papel fundamental en la modulacion de la eficacia
sinaptica excitatoria, excitabilidad y la sincronizacion de los circuitos neuronales, su papel
sobre la eficacia de la transmision GABAérgica es menos conocida. Previamente hemos,
mostrado que la co-activacion de receptores muscarinicos y para eCBs tipo 1 (CB1-R)
induce una depresion a largo plazo (LTD) en un subgrupo de interneuronas inhibitorias de
hipocampo. Los resultados de esta tesis muestran que la activaciébn conjunta de
receptores metabotrépicos para ACh y Glutamato pueden inducir potenciacion a largo
plazo (LTP) en la sinapsis inhibitoria entre interneuronas y neuronas piramidales de CAl
de hipocampo.

Nuestros resultados sugieren que la activacion de las vias colinérgicas parece ser
esencial para mantener un correcto balance "inhibicién-inhibicion", fendbmeno que actta
como mecanismo de metaplasticidad local, regulando la induccion de plasticidad a largo
plazo en sinapsis excitatorias y controlar procesos cognitivos como el aprendizaje y

memoria.
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Marco tedérico

Se ha sugerido que procesos cognitivos, como el aprendizaje y memoria, dependen en
gran medida de la eficacia de la transmision de sinapsis existentes y de la generacion de
nuevas conexiones (Dan and Poo, 2006; Malenka and Bear, 2004) . Numerosas
evidencias han demostrado que los cambios en la eficacia sinaptica tanto a corto como
largo plazo, representan el sustrato celular del aprendizaje y memoria (Gruart et al., 2006;
Whitlock et al., 2006).

A partir de los trabajos de Bliss y Lomo en 1973, una gran cantidad de trabajos cientificos
han estudiado los mecanismos implicados en la induccion, expresién y mantencién de la
plasticidad a largo plazo en sinapsis Glutamatérgicas. Sin embargo, los procesos
celulares y moleculares implicados en la induccion y expresion de plasticidad a largo
plazo en sinapsis GABAérgicas han sido menos estudiados. (lvenshitz and Segal, 2006;
Kawaguchi and Hirano, 2007; McLean et al., 1996; Nugent and Kauer, 2008).

Transmision Inhibitoria

El &cido gamma-aminobutirico (GABA), es el principal neurotransmisor inhibitorio, en el
sistema nervioso central adulto (SNC). GABA es liberado desde distintos grupos de
interneuronas y neuronas GABAérgicas en el SNC, activando tres receptores:
ionotropicos GABAA y GABAc; metabotropicos GABAg (Luscher et al., 2011). La actividad
de receptores GABA (GABAa-R), esta constituido por cinco subunidades distintas, que al
ensamblarse, forman un poro o canal especifico para CI, jugando un papel fundamental
en la inhibicion sinaptica rapida. La transmision inhibitoria juega un rol fundamental en la
regulacion de la excitabilidad de circuitos neuronales (Freund and Buzsaki, 1996; McBain
et al., 1999). En distintas &reas cerebrales incluyendo al hipocampo, existe una gran
diversidad de neuronas e interneuronas GABAérgicas, que inervan diferentes dominios
sub-celulares, presentando diferentes funciones, dependiendo de la regién neuronal que
estas inerven (Ascoli et al., 2008). La mayoria de los estudios se centran principalmente
en la innervacion de interneuronas GABAérgicas, en dendritas de células piramidales de
la region de CAl hipocampal. En general las interneuronas se han clasificado en dos
grandes grupos: interneuronas que expresan proteina ligando de Calcio, Parvalbuminas

(PV+) e interneuronas que expresan neuropéptidos de colecistoquinina (CCK+),
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(Klausberger and Somogyi, 2008). Las interneuronas CCK+, se caracterizan por poseer
una frecuencia de disparo lenta (slow-spiking), mientras que las interneuronas PV+
presentan una frecuencia de disparo rapido (Fast-spiking). Resulta interesante que
funcionalmente estas interneuronas sean diferentes y que la actividad de distintos
neuromoduladores y neurotransmisores, sean capaces de maodificar la eficacia de la

transmisioén inhibitoria.

Modificaciones a largo plazo de la eficacia de sinapsis GABAérgicas.

El estudio de los fendbmenos de plasticidad sinaptica a largo plazo LTP y LTD han sido
centrados fundamentalmente en sinapsis de tipo excitatorio, en registros de neuronas
piramidales e interneuronas, en diferentes estructuras cerebrales (Kullmann and Lamsa,
2007; Laezza and Dingledine, 2004; Lamsa et al., 2005; Malenka and Bear, 2004;
Malinow and Malenka, 2002). Estos estudios se han realizado bajo el bloqueo selectivo de
GABAsR, fenbmeno que estd muy alejado de lo que sucede a nivel fisiolégico en un

circuito neuronal intacto (Freund and Buzsaki, 1996; Steele and Mauk, 1999).

Se ha demostrado que la eficacia sinaptica en la transmisibn GABAérgica puede
experimentar cambios a corto y largo plazo . Esta forma de plasticidad sinaptica estan
vinculados, con una modificacion del nimero de receptores funcionales, un aumento o
disminucion en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor o el incremento en el
namero de sinapsis. Todos estos cambios estan intimamente ligados con la accién pre y/o
postsinaptica de diferentes neurotransmisores y sustancias neuromoduladoras (Cachope.,
2011; Mukherjee and Manahan-Vaughan., 2012 ; Picciotto et al., 2012).

Acetilcolina, endocanabinoides y plasticidad sinaptica.

El sistema Colinérgico juega un papel fundamental en el procesamiento de la informacion
y funciones cognitivas. Sin embargo los mecanismos celulares y moleculares
subyacentes son en gran parte desconocidos (Fernandez de Sevilla et al., 2008). El
neurotransmisor Acetilcolina (ACh), es un importante nheuromodulador de la transmision

sinptica excitatoria e inhibitoria en el SNC. Las principales vias colinérgicas centrales,
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que inervan tanto la neocorteza e hipocampo provienen del Septum medial y banda
diagonal de broca (Givens and Olton, 1990; Mesulam et al., 1983). La acetilcolina regula
la excitabilidad y sincronizacion de circuitos neuronales, activando dos tipos de
receptores: ionotrépicos denominados receptores nicotinicos y del tipo metabotrépicos
denominados muscarinicos. Se han determinado 5 tipos de receptores muscarinos
(mACh-R), los cuales se caracterizan por estar acoplados a proteina G, lo que les
confiere diferentes propiedades. Por ejemplo, la activacion continua del receptor
muscarinico tipo 1 (MACh1-R) de acetilcolina, aumenta la excitabilidad en neuronas
piramidales, mientras que la activacion transitoria de este receptor, genera respuestas
inhibitorias o excitatorias regulando la excitabilidad en los circuitos neuronales (Gulledge
AT, Bucci DJ 2009). Ademas, se ha demostrado que la activacion de receptores tipo M2 y
nicotinicos, que estan implicados en la disminucién de las corrientes post-sinapticas
inhibitorias, aumentando de la excitabilidad del circuito neuronal (Nunez et al., 2012 ;
Zheng et al,. 2012).

En los dltimos afios se ha establecido que el sistema endocanabinoides es uno de los
sistemas moduladores mas importantes involucrado en funciones fisioldgicas (Freund et
al., 2003; Piomelli, 2003), en procesos tales como coordinacion motora, aprendizaje y
memoria, control de emociones y desarrollo neuronal. Hasta el momento, han sido
identificados dos tipos de receptores para endocanabinoides CB1-R y CB2-R, ambos
pertenecen a una superfamilia de receptores acoplados a proteina G, caracterizados por
presentar siete dominios transmembrana. Los receptores del tipo CB1-R se localizan
principalmente en el SNC, la mayor densidad de CB1-R se encuentra en los ganglios
basales, cerebelo y en hipocampo. Gracias a su amplia distribucion en el SNC, el sistema
de endocanabinoides ejerce importantes funciones, tales como la inhibicion retrograda de
la liberacion de neurotransmisores (Chevaleyre et al., 2006; Kim et al., 2002; Marsicano
and Lutz, 2006), control de la excitabilidad neuronal (Azad et al., 2003) y la regulacion de
diversas formas de plasticidad sinptica a largo plazo (Abush and Akirav, ; Chevaleyre
and Castillo, 2004).

Cabe destacar que en areas corticales, los CB1-R se expresan principalmente en
subpoblaciones especificas de interneuronas GABAérgicas (Freund et al., 2003; Kim et
al., 2002). La activacion de CB1-R produce la inhibicion de la adenilato ciclasa'y provoca

un descenso en los niveles de AMPc intracelular, de esta forma se ve afectada la
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capacidad de fosforilacién de proteinas quinasas dependientes de este nucleétido ciclico.
El efecto combinado sobre ambos tipos de canales parece ser la base de la inhibicion que
los endocanabinoides ejercen sobre la liberaciobn de neurotransmisores (Heifets et al.,
2008).

Interaccién entre los sistemas de eCBs y ACh

Uno de los mejores ejemplos para explicar la interaccidon entre sistemas eCBs y ACh, es
la plasticidad sinaptica a corto plazo en sinapsis GABAérgicas, la cual es mediada por
eCBs, fendmeno denominado supresién de la inhibicién inducida por despolarizacion.
(Depolarization-induced supression of inhibition, DSI) (Llano et al., 1991, Pitler and Alger,
1994; Wilson and Nicoll, 2002). Ha sido descrito que la activacion del sistema colinérgico
facilita la induccién de DSI por activacién de receptores muscarinicos M1 y M3 post-
sinapticos (Kim et al., 2002; Ohno-Shosaku et al., 2003), estos receptores al igual que los
MGIuURs activan cascadas intracelulares de sintesis y liberacién de eCBs (Ohno-Shosaku
et al.,, 2002; Varma et al., 2001). Se ha mostrado que terminales colinérgicos de algunas
regiones del cerebro expresan el receptor CB1 (Harkany et al., 2005) y en hipocampo la
liberacion de ACh parece estar ténicamente regulada por el sistema de eCBs, cuya
activacion disminuye su concentracion y el bloqueo de este sistema la aumenta (Gessa et
al.,, 1997; Tzavara et al., 2003). Estos resultados, sugieren que la activacion del sistema
de eCBs puede modificar la eficacia de la transmision colinérgica y por otro lado la ACh

puede controlar la sintesis y liberacion de eCBs.
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Receptores metabotrépicos de Glutamato y plasticidad sinaptica.

Glutamato es uno de los mas importantes neurotransmisores excitatorios del SNC, el cual
juega un papel fundamental en varias funciones del cerebro. Esta via de sefalizacion esta
formada por dos tipos de receptores ionotropicos (de actividad rapida) y metabotropicos
(de actividad lenta), este ultimo acoplado a proteina G (Sladeczek et al., 1985; Sugiyama
et al., 1987). Varios trabajos han mostrado que la activacion de mGlu-R puede ser
determinante en la induccién de plasticidad sinaptica a largo plazo en varias estructuras
cerebrales (Neyman and Manahan-Vaughan, 2008; Wilsch et al., 1998).

En hipocampo y principalmente en interneuronas, estan presentes receptores del tipo
mMGIu-R (Ferraguti et al., 1998; Mateos et al., 1998). La activacion de estos receptores
induce un aumento de Calcio intracelular contribuyendo en la despolarizacion de la
neurona piramidal (Mannaioni et al., 2001). Se ha mostrado que la interaccion entre el
sistema colinérgico y glutamatérgico, puede inducir cambios en la transmisién sinaptica
excitatoria (Navakkode and Korte,.2012 ; Park and Spruston,.2012), lo que indica que la
activacion de receptores mGlu, puede contribuir en la generacién de varias formas de

modulacion de eficacia sinaptica.
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Planteamiento del problema

La mayoria de los estudios sobre los mecanismos celulares de la plasticidad sinaptica han
estado centrados principalmente en sinapsis de tipo Glutamatérgicas, en neuronas
piramidales asi como en interneuronas en varias estructuras cerebrales (Laezza and
Dingledine, 2004; Malenka and Bear, 2004; Malinow and Malenka, 2002; Zhou and Poo,
2004). En estos experimentos se bloquea selectivamente la transmision inhibitoria,
mediante el uso de antagonistas GABAérgicos, lo que esta muy alejado de lo que ocurre a
nivel fisiol6gico, donde la transmision GABAérgica, cumple un rol esencial sobre la
excitabilidad de los circuitos neuronales.

Aungue los mecanismos que subyacen a la modulacién de la transmision GABAérgica
han sido poco estudiados, se ha sugerido que puede ser regulada por neuromoduladores,
como la Acetilcolina y endocanabinoides, los cuales son capaces de generar cambios en
la eficacia de sinapsis GABAEérgica, contribuyendo asi, a la mantencion y regulacion de la
excitabilidad del circuito neuronal, generando un balance excitacion-inhibicién. Dado estos

antecedentes, es posible resumir el planteamiento del problema en los siguientes puntos:

1- La induccién y expresion de la Potenciacion a largo plazo de la transmision

GABAérgica implica procesos celulares pre y post sinapticos.

2- Acetilcolina, como neuromodulador, puede inducir tanto depresion y potenciacion de la

transmision GABAérgica.

3- En nuestro laboratorio, se demostré que la co-activacién de receptores muscarinicos
tipo 2 (M2-R) y de eCBs del tipo 1 (CB1-R) induce una LTD en interneuronas
hipocampales (probablemente CCK+), mediante la inactivacion de la proteina Kinasa A

(PKA) pre-sinaptica.
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Sin embargo se desconoce el efecto que ejerce la ACh sobre otro grupo mayoritario de
interneuronas, Parvalbuminas (PV+) y los cambios generados en la eficacia singptica
inhibitoria en estas sinapsis y su contribucion al balance "inhibicion-inhibicion" fendmeno
que actia como mecanismo de metaplasticidad local, regulando la induccién de
plasticidad a largo plazo en sinapsis excitatorias y controlar procesos cognitivos como el

aprendizaje y memoria.
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V.Hipotesis y
Objetivos



Hipotesis

La activacion de receptores Colinérgicos y Glutamatérgicos induce LTP en las sinapsis
inhibitorias entre interneuronas y neuronas piramidales de la region CA1 del Hipocampo.

Objetivo General

Determinar si la activaciéon de receptores Colinérgicos (muscarinicos y/o nicotinicos ) y

metabotrépicos de Glutamato inducen LTP en sinapsis GABAérgicas hipocampales.

Objetivos especificos

Establecer la participacibn de receptores ACh y mGlu en la generacion de iLTP

(potenciacion a largo plazo de la transmisién inhibitoria).

Identificar si la induccion de iLTP mediante la activacion de receptores Colinérgicos y

Glutamatérgicos ocurre a nivel pre y/o post sinapticos.

Determinar si la co-activacion de receptores colinérgicos y glutamatérgicos, estan

implicados en la induccién de iLTP.
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Metodologia

Para estudiar los efectos provocados por la activacion de receptores colinérgicos y mGlu-
R, sobre la actividad inhibitoria en neuronas piramidales de CAl de hipocampo de ratas,
se utilizaron técnicas farmacoldgicas y electrofisiolégicas, en registros inhibitorios de
campo (fIPSP).

Animales
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, para la obtencion de rodajas de hipocampo. Estas

fueron sacrificadas en un rango de 20-40 dias post-natal.

Obtencién de rodajas transversales de hipocampo

Los animales son previamente anestesiados, con isoflurano (anestésico inhalatorio),
posteriormente se procede a la decapitaciébn y la exposicion del cerebro mediante
craneotomia, este paso de extraccion del cerebro debe realizarse rapidamente (menos de
1 minuto), siendo sumergido en liquido encefalorraquideo artificial (LCA) el cual debe ser
utiizado a una temperatura no mayor a 4°C, mediante esta temperatura se logra
mantener la viabilidad celular, al detener los diferentes metabolismos presentes, este
medio provee lo necesario y apropiado para la mantencion del cerebro extraido. EI LCA
esta compuesto por: 124.00 NaCl, 2.69 KCI, 1.25 KH;PQO4, 2.00 Mg>SO., 26.00 NaHCOs,
2.00 CaCl; y 10.00 Glucosa, las cantidades estan medidas en mM.

Posterior a su extraccion, se realizan dos cortes uno anterior y posterior (figura 1), de
forma paralela entre ambos cortes, lo mas recto posible, una vez realizado este paso, el
cerebro es fijado en la base de caAmara de corte, en orientacion coronal-frontal, adherido
con pegamento de cianocrilato, se sumerge nuevamente con el LCA a 4 °C siendo
constantemente burbujeado con carbdégeno (95% O2 y 5%COZ2). Posteriormente se
procede a la obtencién de rebanadas transversales de hipocampo de 350-400 ym en un
vibratomo motorizado (Campden instruments, model MA752). Las rodajas obtenidas de
hipocampo son traspasadas a una camara de incubacién, donde se mantienen durante
30-60 minutos en LCA a temperatura ambiente (23-25°C), pH de 7,4 y burbujeado

constantemente con carbdgeno, para la recuperacion del metabolismo neuronal.
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Figura 1: Cerebro extraido por craneotomia, se muestran los cortes realizados en el eje

anterior-posterior.

Registro de campo

Una vez esperado el tiempo para la estabilizacibn del metabolismo, la rodaja de
hipocampo es llevada a una camara de registro, la cual se encuentra adaptada con un
microscopio (NIKON, made in Japan, modelo stereoscopic Zoom microscope SMZ-2).
Montado, sobre una mesa anti-vibratoria, para la obtencién de registros estables a largo
plazo, el sistema debe ser aislado de la transmisién de vibraciones ambientales, para
impedir la transferencia de artefactos eléctricos externos, esto se logra mediante la
instalacion de este sistema dentro de una camara de Faraday. Ademas se posee un
electrodo de registro, formado por un alambre de cloruro de plata (Ag/Ag Cl), el cual esta
dentro de una pipeta de vidrio/borosilicato, rellenada con LCA, para lograr continuidad
entre el electrodo y el medio donde se encuentra sumergida la rodaja de hipocampo.
Estas pipetas se llevan a cabo en un estirador de pipetas (Sutter instrumentCo.Model P-
27). En estos experimentos se utilizaron dos electrodos de estimulacion donde uno esta
posicionado en el stratum radiatum (region de colaterales de Shaffer), el otro electrodo fue
posicionado en el stratum pyramidale, para la estimulacion de interneuronas. El electrodo
de registro, fue posicionado también en el stratum pyramidale. Las rodajas fueron
perfundidas con LCA a temperatura ambiente (23-25°C) con un flujo constante de
aproximadamente 1 mL/minuto, de forma que el recambio completo de LCA en la camara
de registro es aproximadamente de 5 minutos, el LCA se utiliza para la perfusion de

farmacos para posteriores estudios.
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Farmacologia

Las sustancias utilizadas para, perfundir las rodajas de hipocampo en el registro de
campo, fueron afiadidas al LCA, el cual es igual al utilizado para la obtencion de los cortes
transversales, a su vez acd juega un papel de “vehiculo” para la accién de diferentes
farmacos y como solucion control.

Para el analisis de la modulacion de ACh en la transmision inhibitoria, las rodajas de
hipocampo fueron perfundidas con APV y CNQX antagonistas de receptores inotropicos
de Glutamato NMDA-R y AMPA-R respectivamente, bloqueando asi la via excitatoria,
ademas los andlisis se realizaron en presencia de AM251 sustancia antagonista de
receptores de endocanabinoides del tipo CB1-R, esta es la solucion base a la cual fueron
perfundidos las rodajas al momento del analisis de transmision inhibitoria.

Para la comprobacién de las moléculas implicadas en nuestro modelo de potenciacion a
largo plazo de la transmision inhibitoria, por activacién de receptores Colinérgicos y
Glutamatérgicos, mediante la perfusibn de ACh exdgena, estos experimentos fueron
realizados en presencia de antagonista de receptores colinérgicos del tipo muscarinicos,
en nuestro caso, se utilizo Atropina, y ademas la utilizacién de un antagonista no selectivo

para receptores metabotropicos de Glutamato del tipo I/Il MCPG.

Protocolo de HES

Es un protocolo estandar utilizado por la mayoria de los investigadores para inducir LTP,
la estimulacion de alta frecuencia (HFS) consta de un tren de pulsos a frecuencias de
100-400 Hz capaces de inducir LTP (Buzsaki and Eidelberg, 1982; Muller and Kubie,
1989; Otto et al., 1991), este protocolo es capaz de generar diversos cambios plasticos en
la actividad neural. Nosotros nos centramos en la estimulacién del stratum radiatum,
realizando un protocolo de HFS que consta de tres trenes de estimulacién a 100 Hz (100

pulsos de 1 segundo repetido 3 veces, es decir se realizan 300 pulsos).
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indice de Pulsos Pareados (PPR)

Para reconocer si los cambios en la amplitud de las fIPSP en nuestros experimentos,
correspondian a procesos pre o post sindpticos, se célculo el indice o razon de pulsos
pareados (PPR). Las sinapsis inhibitorias, se caracterizan por poseer un PPR, que
representa una alta probabilidad de liberacion, se denomina como depresioén por pulsos
pareados, la cual se caracteriza en que el primer pulso es de mayor amplitud que el

segundo, el cual fue calculado por la siguiente formula.

DPP =1- (RZRI)

Donde R1 y R2 son los picos de amplitud de la primera y segunda corriente inhibitoria

Respectivamente. Este indice nos permiti6 observar si se producen cambios en la
probabilidad de liberacion en el transcurso de los ensayos experimentales,
permitiéndonos, poder identificar si estos procesos, estan vinculados con mecanismos a

nivel pre o post sinapticos (Marat et al ,. 2006).

Analisis

El analisis de los registros fue llevado a cabo, con el programa Clampfit perteneciente al
conjunto de programas denominado “pCLAMP 9” (Molecular Device, Chicago, IL. USA).
Para la representacion de las graficas se utilizo el software computacional “Origin”
(version 6.0, Origin Lab Corp, MA, USA). El andlisis estadistico y representacion gréafica
de los resultados se realizo mediante el programa Origin 6.0. Finalmente, se procedié a
realizar andlisis estadisticos usando la prueba t-student, considerandose como un

pardmetro de diferencias estadisticamente significativas a los resultados con P<0.05.
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Resultados

La activacion de receptores colinérgicos induce depresién a corto plazo (iISTD), en la

transmisién inhibitoria, actuando a nivel pre-sinaptico.

Para estudiar los efectos que genera la activacion de receptores colinérgicos e identificar
si este proceso ocurre a nivel pre o post sinptico, se realizé el siguiente protocolo: Para
aislar solo la transmisién inhibitoria, se utilizaron dos antagonistas CNQX (10uM) y APV
(25 uM) para receptores AMPA y NMDA respectivamente, cabe destacar que todos
nuestros protocolos fueron realizados bajo estas condiciones, una vez bloqueada la
transmisién excitatoria, se utilizé un antagonista AM251 (10 uM) de receptores eCB1-R,
con la finalidad de dejar inactiva esta via de sefializacion presente en algunos tipos
celulares especificos (probablemente interneuronas CCK+). Se procede a registrar una
linea basal durante 15 minutos y posterior a ello, luego de perfundir con ACh (5uM)
durante 10 minutos, se puede observar (ver, figura 2A) que durante la perfusion de ACh,
ocurre una depresién a corto plazo (iISTD), posteriormente se procede a lavar la
acetilcolina del medio de perfusion, y la amplitud de los fIPSP vuelve al valor basal (101.0
+101.2(control);76.0 + 13.8 (ACh) ; 103.4 £ 8.6 (post ACh) p < 0,05; n=5; figura 2A).

Para reconocer si los cambios generados en la activacion de receptores colinérgicos
durante la iISTD son generados a nivel pre o post sinapticos, se utilizo la prueba de
modificaciones en los pulsos pareados (PP) (Creager et al., 1980) . El signo y magnitud
de la razén por pulsos pareados, depende de la probabilidad de liberacién del
neurotransmisor, la sinapsis con mayor probabilidad de liberacién, muestra una depresiéon
por pulsos pareados (DPP), mientras que la sinapsis con menor probabilidad de liberacion
muestra una facilitacion por pulsos pareados (FPP) (Buno et al., 2006). Se observa que
todas los fIPSP analizados, mostraron DPP, mientras el indice de PP (ver figura 2C), lo
gue indica que hay una disminucion en la probabilidad de liberacion, ademas sefala que
€S un proceso que ocurre a nivel pre-sinaptico, en el periodo post ACh, se observa una
DPP, la cual no muestra cambios significativos comparados con la situacién control, (61.0
* 4.1(control) ; 69.2 + 3.6(ACh); 58.0+ 1.8 (post ACh) p< 0,05; n=5 figura 2C) entre la

situacion control y perfusion con ACh.
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Figura 2. iSTD depende de la activacién de receptores colinérgicos pre-sindpticos. En A (arriba) se
muestran los registros de fIPSP (n=5) en situacién control (rojo), en presencia de ACh (5 uM) (azul) y post
lavado de ACh (negro). Abajo, los promedios de las amplitudes de los fIPSP en funcién del tiempo. En B
se muestra la grafica de los promedios de las amplitudes de los fIPSP durante la situacién control, en

presencia de ACh y post ACh. En C, se muestran los promedios de la PPR en situacion control y los pasos

antes mencionados, de este protocolo.
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Protocolo de HFS induce iLTD en sinapsis Gabaérgica entre interneuronas y neuronas
piramidales

Como ha sido descrito la activacion de receptores metabotrépicos de Glutamato (mGlu-
R), induce la sintesis y liberacion de eCBs (Castillo et al,.2006). Una vez liberado el eCBs
se une a su receptor CB1-R (en la membrana pre-sindptica). Se ha determinado que la
activacion de CB1-R puede activar vias de sefializacién e inducir una disminucion en la
probabilidad de liberacion (Freund, 2003; Lovinger, 2008). En la figura 3A se muestra el
protocolo de HFS (100Hz), realizado en solucion control (APV y CNQX), en el cual se
estimulan fibras Glutamatérgicas del stratum radiatum, observandose una disminucion en
la amplitud de los fIPSP, lo que nos sugiere la activacion de mGIu-R vy liberacién de
eCBs. (100.8 £ 1.5 (control); 81.64 = 2.5 (post HFS) p < 0,05; n= 3, figura 3 A, circulos
negros).

Para demostrar que la iLTD es dependiente de la activacion de CB1-R, se realiz6 el
mismo protocolo de HFS, en presencia de AM251 (10uM), un antagonista de CB1-R,
donde se puede observar que el fenémeno fue completamente bloqueado (Figura 3A,
circulos blancos). La amplitud de los fIPSP (100.7 + 1.1 (control); 102.8 + 3.6 (post HFS)
p< 0,05; n=3, figura 3 A, circulos blancos).
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Figura 3. La activacion de CB1-R induce iLTD en sinapsis sensibles a eCBs. En A arriba, se
muestran los registros en situacion control (rojo) y post HFS (sin AM251) (negro). Abajo, se muestran los
promedios de las fIPSP en funcién al tiempo, donde los circulos blancos representa al protocolo en
presencia de AM251 (10uM) Yy los circulos negros, representa al protocolo, realizado en la solucion control
( APV y CNQX).

29



La activacion de receptores Colinérgicos y metabotrépicos de Glutamato, inducen iLTP.

Estudios previos en nuestro laboratorio, se demostré que la co-actividad de receptores
CB1-R y mACh-R induce iLTD, actuando sobre interneuronas que expresan CB1-R,
probablemente interneuronas CCK+. A partir de ello, nuestro estudio se centro, en la
activacion de receptores ACh-R y mGlu-R, donde blogueamos selectivamente la
sefalizacion mediada por eCBs, mediante la presencia de AM251, durante todo el
experimento este constaba de la activacibn de receptores colinérgicos, mediante la
presencia de ACh exdgena durante 10 minutos, posterior a ello esta es sacada del medio
de perfusiéon, después de 20 minutos, se aplica el protocolo de HFS, se puede observar
(figura 4A) que posterior al HFS, hay una significativa potenciacién de la transmisién
GABAérgica denominada aqui iLTP. Los valores alcanzados fueron 82.5 + 7.3 % (durante
ACh) y 155.3 3+ 7.2 % post (HFS) p< 0,05; n=7 figura 4A).

Para identificar si la induccion de este fendmeno de plasticidad sinaptica, es generado a
nivel pre o post sinapticos, o si esta vinculado en un cambio a nivel de la probabilidad de
liberacion del neurotransmisor, se analiz6 la PPR, donde se observa ( figura 4C), que en
presencia de la aplicacion de acetilcolina induce una una disminucién de la DPP, la cual
nos indica que hay una disminucién en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor,
sefialando que la expresion de este fendmeno nivel pre-sinaptico, corroborando lo visto en
el experimento anterior (figura 2), al analizar la PPR post HFS, se observa que no hay
cambios significativos, en comparaciéon con el control, lo que nos indica que hay una
recuperacion de la liberacion o los cambios son a nivel post-sinaptico (53.1 + 3.9 (control);
60.6 + 3.1 (ACh); 52.2 + 3.0 (post HFS) p< 0,05 figura 4C).
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Figura 4. La activacion de ACh-Rs y Glu-Rs induce iLTP. En A, arriba se observan los registros en
situacion control (rojo); en presencia de ACh (azul) y post HFS (negro).Abajo se muestran los promedios
de los fIPSP en funcion al tiempo, el protocolo se llevo a cabo en presencia de AM251 (10uM), ademas el
tiempo en que fue prefundida la ACh (5 uM) durante 10 minutos, flecha negra indica el momento donde fue
aplicado el HFS. En B, se muestra el grafico promedio de las amplitudes de los f IPSP, en situacion
control, con ACh y post HFS. En C, se muestran los promedios de los PPR, durante las distintas fases del

protocolo.
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Balance inhibicién-inhibicién, generado por la activacién de interneuronas sensibles e

insensibles a eCBs.

Para demostrar que la generacion de iLTP (figura 4A), se produce en células insensibles a
eCBs, realizamos el mismo protocolo anterior, pero esta vez sin bloquear al CB1-R.
Observamos que la iSTD inducida por la activacion de ACh-R es independiente de la
activacion de eCB-R, en cambio al realizar el protocolo HFS, no se genera iLTP. La
amplitud de los fIPSP, vuelve a su valor basal. (101.7 = 1.4 (control); 62.4 + 17.4 (ACh);
98.3 +17.2 (post HFS) p< 0.05; n=5 figura 5A). Ademas al analizar los promedios
obtenidos en la PPR, se observan cambios en la probabilidad de liberacion al igual que en
el experimento en presencia de AM251 (figura 4C), (59.6 + 3.5 (control); 76.6 + 4.2 (ACh) ;
58.7+ 3.7 (post HFS) p< 0,05 ; n=6 ; figura 5C).
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Figura 5. Balance inhibicidn- inhibicion, por activacién de interneuronas sensibles e insensibles a
eCBs. En A, arriba se muestran los registros, control (rojo), en presencia de ACh (azul) y post HFS
(negro). Abajo, grafico del promedio de las amplitudes de los fIPSP en funcién al tiempo, donde se
muestra el tiempo de perfusion con Ach (5uM) durante 10 minutos, flecha negra indica el momento donde
fue aplicado el protocolo de HFS. En B, se muestra los gréaficos de los promedios de las amplitudes, en
situacion control, durante la perfusiéon de ACh y post HFS. En C, grafico de los promedios de la PPR,

durante las fases del protocolo.
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La activacidon de receptores muscarinicos, esta implicada en la induccién de iLTP.

Para demostrar que la activaciéon de receptores muscarinicos de ACh estan implicados en
la induccion de iLTP, se realiz6 el mismo protocolo donde se perfunde con ACh (10uM)
durante 10 minutos y después de 20 minutos de lavado se procede a realizar el protocolo
de HFS, pero en este experimento se realizé en presencia de Atropina (10 uM), la cual es
un antagonista de receptores muscarinicos, ademas de la perfusién continua de AM251
(10Mm). Se observé que la generacion de la iSTD, durante la perfusion de ACh
disminuyo, la amplitud de los fIPSP, cae un 10% en comparacion con la linea basal en
presencia de Atropina (96.6 = 3.1 (control); 84.6 + 4.01 (ACh); 94.8 £ 2.9 (post HFS)
p>0,05; n= 7 figura 6A). Al analizar los datos arrojados en la PPR, no se observan
cambios significativos, durante las fases del protocolo (58.5 + 4.7 (control); 60.5 + 4.6
(ACh); 58.4 + 3.9 (post HFS) p>0,05 n=7 figura 2C). Ademas, después de aplicar el
protocolo de HFS, no hay generacion de la iLTP, lo que nos indica que la activacion de

receptores a nivel pre-sinaptico es necesarios para la induccion de iLTP.
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Figura 6. La activacién de receptores muscarinicos, es necesaria para la induccidon de iLTP. En A,
arriba se muestran los registros, en situacién control (rojo), en presencia de ACh (azul) y post HFS (negro).
Abajo, se muestra el promedio de los fIPSP en funcion al tiempo, ademéas se puede observar que el
protocolo se llevo a cabo en presencia de Atropina (10uM), donde también es perfundida la ACh durante
10 minutos, la flecha indica el momento donde fue aplicado el protocolo de HFS. En B, grafico del
promedio de las amplitudes de la fIPSP, en situacion control, durante la presencia de ACh y post HFS. En

C, se muestran los promedios de los PPR, durante las diferentes fases del protocolo.

35



La induccién de iLTP necesita de la activaciéon de mGlu-R.

Para corroborar que el protocolo de HFS, sobre fibras Glutamatérgicas del stratum
radiatum, provoca la activacion de mGIlu-R y a su vez, si estos receptores estan
implicados en la induccién de iLTP, se realizé el siguiente protocolo, en presencia de
MCPG (50uM) y AM251 (10uM), el MCPG es un antagonista no selectivo para mGlu-R del
grupo | y Il. Se puede observar que la iISTD pre-sinptica, generada por la activacion de
MACh-R, no se ve afectada por la inactivacion de mGlu-R, donde los valores de la PPR
(52.5 1 £ 3.2 (control); 74.5 £ 11.2 (ACh); 48.3 + 2.7 (post HFS) p < 0,05 figura 7C) los
cuales son semejantes a los obtenidos en los experimentos previos (figura 4C). Posterior
a la aplicacion del protocolo de HFS, se genera una recuperacion de la amplitud de los
potenciales fIPSP al valor de la linea base (100.4+ 1.7 (control); 64.8 + 17.4 (ACh); 102.3
* 9.0 (post HFS) p >0,05 n=3 figura 7A), corroborando que la induccion de iLTP necesita

tanto de la activacion de mACh-R como mGlu-R.

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que la activacion de CB1-R en
interneuronas sensibles a eCBs, induce una depresion de la transmision inhibitoria (figura
3 A), mientras otro grupo celular, insensible a eCBs tienden a potenciar, generandose un
balance entre la potenciacion y depresion. Tomando en cuenta nuestros datos, podemos
proponer, que la ACh puede actuar como un regulador clave del balance inhibicién-

inhibicion de la transmision GABAérgica.
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Figura 7. La induccién de iLTP, necesita de la activacién de receptores mGlu-R. En A, arriba se
muestran registros, en control (rojo), presencia de ACh (azul) y HFS (negro), se muestran los promedios
de los fIPSP en funcion a tiempo, barra ploma, muestra que el protocolo se realizo en presencia de
MCPG (50uM), ademas de la perusino de ACh por 10 minutos(barra azul) y el protocolo de HFS (flecha
negra). En B, grafico promedio de los fIPSP, durante las fases del protocolo, control, presencia de ACh

y post HFS. En C, se observa el grafico de PPR, en situacion control, ACh y post HFS.
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VIIl. Discusion



Discusion

En este trabajo presentamos evidencia de una nueva forma de plasticidad sinptica a
largo plazo en la transmisiébn GABAérgica, inducida por la activacion de mACh-R y mGlu-
R en sinapsis insensibles a la sefializacion por el sistema de eCBs.

La activacion pre-sinaptica de mACh-R seguida de la activacion de mGlu-R, son

necesarias paralainduccién de iLTP.

La activacion de mACh-R, generé la induccién de iSTD, acompafiado de una disminucién
en la probabilidad de liberacibn de GABA, esto indica que la expresion de esta forma de
plasticidad ocurre a nivel pre-sinaptico (figura 2C). Es sabido que los mACh-R del tipo
M2/M4, son expresados tanto en neuronas piramidales como en interneuronas del
hipocampo, actuando a nivel presindptico (Douglas et al, 2002;. Raiteri et al,
1984,Bettina Pant et al,. 2011), su activacién provoca una disminucién en la liberacién
de GABA,lo que explicaria el fenémeno de iSTD.

Ademas se ha demostrado que la estimulacion alta frecuencia (protocolo de HFS) en las
colaterales de Schaffer del stratum radiatum, puede activar un grupo de receptores mGlu-
R el cual, al igual que los receptores mMACh-R promueven la sintesis y liberacion de eCBs
(Varma et al., 2001). Por su parte, la liberacién de eCBs, induce una iLTD (Castillo et al.,
2011), lo que concuerda con nuestros resultados (figura 3A), donde se ve la induccion de
iLTD post HFS, indicandonos que este protocolo es capaz de activar mGlu-R,
contribuyendo a la sintesis y liberacién de eCBs, el proceso de iLTD mediado por eCBs
es completamente bloqueado por antagonistas de CB1-R (AM251).

Nuestros experimentos muestran que la activacion de los receptores mACh-R y mGlu-R
por separado (figuras 2 y 3), no son capaces de inducir ILTP en sinapsis independientes
de la modulacion por eCBs, indicando la importancia de la activacion de ambas vias.

A partir de estos resultados, podemos sugerir que la generacion de este fendmeno de
plasticidad sinaptica a largo plazo, necesita de la activacion de mACh-R, la cual parece
facilitar la induccion de la iLTP, a través de la estimulacion de fibras glutamatérgicas.
(Figura 4).
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Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la activacion del sistema eCBs y
colinérgico, deprime la transmision inhibitoria de interneuronas sensibles a eCBs,
(CCK+), y a partir de el presente estudio, logramos conocer otro mecanismo de
plasticidad a largo plazo, en este caso iLTP, modulado por la interaccion entre el sistema
Colinérgico y Glutamatérgico, el cual es independiente de la modulaciéon por eCBs. Lo
anterior indica, una interesante idea que implica, que las interneuronas GABAérgicas
hipocampales pueden ser diferencialmente moduladas por el sistema colinérgico, dando
paso a un nuevo mecanismo de regulacion de la eficacia sinaptica, que proponemos
como “balance inhibicién-inhibicion”.

Actualmente es aceptado que la neuromodulacion Glutamatérgica y GABAérgica es
fundamental para la sincronizacion neuronal (Field et al., 2011; Lewis et al., 2008), ya que
alteraciones en la transmision GABAérgica, estan estrechamente relacionada en varios
trastornos neuro-psiquiatricos tales como la esquizofrenia, epilepsia y depresion, entre
otros (Ford et al., 2007; Ford and Mathalon, 2008).

La modulacion de la transmision GABAérgica puede disminuir o aumentar su nivel de
inhibicion, la cual puede contribuir como un sistema de compensacion, cuando se genera
un incremento o disminucion de la excitaciébn en neuronas piramidales. Debido a que la
actividad sincronica entre sistemas moduladores (ACh, eCBS, Glu), son capaces de
aumentar o disminuir la eficacia sinaptica de la transmision inhibitoria, pueden ser un

blanco terapéutico, para diversas enfermedades neurodegenerativas y neurosiquiatricas.

Como desafios futuros, no hemos propuesto el conocer los mecanismos celulares que

subyacen este fendmeno de iLTP independiente de la actividad de eCBs.
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|IX. Conclusiones



Conclusiones

De nuestros resultados podemos concluir que:

1-

La activacion pre-singptica de mACh-R induce una STD de la transmision
inhibitoria.

La activacién de receptores mACh-R y mGlu-R son necesarios para la induccion

de iLTP, entre interneuronas y neuronas piramidales de CAL.

La activacién colinérgicas contribuye al balance inhibicién-inhibicion, fenémeno
que actlia como un mecanismo de metaplasticidad que regula la excitabilidad e
induccién de plasticidad a largo plazo en la funcién de salida de los circuitos

neuronales excitatorios.
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