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Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

AM251: antagonista especifico de CB1R.

APV o D-AP5: acido 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: colecistoquinina (neuropéptido).

CNQX: antagonista del receptor AMPA.

DHPG: (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine, agonista del grupo 1 de los receptores
metabotrépicos (mGIuR,y mGIuRs) de glutamato.

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.

GABAA -R: receptor ionotropico de GABA tipo A.

GABAB -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 Long Term



Depression).
IPSC: corrientes inhibitorias postsinapticas (i.e. inhibitory postsynaptic currents).

sIPSC: corrientes inhibitorias postsinapticas espontaneas (i.e. spontaneous inhibitory
postsynaptic currents).

LCA: liquido cefaloraquideo artificial.

LTD: depresién 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 | y II.
mGlu-R: receptor metabotropico de Glutamato.

nACh-R: receptor de Acetilcolina de tipo nicotinico.

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

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

PV: parvalbumina.

SNC: Sistema Nervioso Central.

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

El adecuado balance entre la transmision inhibitoria y excitatoria es fundamental para el
funcionamiento del sistema nervioso central (SNC). Los cambios en la eficacia con que se
transmite la informacion entre neuronas ha sido propuesto como el sustrato neuronal de
distinto procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Aunque la transmision
GABAérgica es esencial para el funcionamiento del sistema nervioso central, los
mecanismos celulares y circuitales involucrados en la induccion y expresion de la
plasticidad sinaptica inhibitoria han sido poco estudiados. Diferentes tipos de
neurotransmisores y sustancias neuromoduladoras, tales como Acetilcolina (ACh),
endocanabinoides (eCBs) o Glutamato pueden regular la eficacia de las sinapsis
inhibitorias de interneuronas. La activacion de las vias colinérgicas provenientes del
septum medial y la banda diagonal de Broca pueden modular la excitabilidad y plasticidad
sinaptica en hipocampo. En nuestro laboratorio hemos demostrado que la activacion de
receptores muscarinicos y para eCBs induce depresién de la transmision GABAérgica de
un subgrupo de interneuronas de hipocampo de rata. Usando técnicas de electrofisologia
y farmacologia hemos observado que la aplicacién exdgena de ACh induce soélo una
depresion transitoria de la transmision GABAérgica. Interesantemente, observamos que la
aplicacion de un tren de estimulacion tetanica en el stratum radiatum (el cual permite
estimular las via glutamatérgicas proveniente desde la regiéon de CA3) o la activaciéon
farmacolégica de receptores metabotropicos para glutamato es capaz de generar
potenciacion a largo plazo (LTP) de la transmisién GABAérgica. Estos resultados
demuestran que activacion de las vias colinérgicas puede regular la induccion de

plasticidad a largo plazo en circuitos neuronales inhibitorios GABAergicos.
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Marco Teorico

Cuando se habla de plasticidad, se hace referencia a la capacidad del sistema nervioso
de cambiar tanto a nivel morfolégico como funcional frente a diferentes circunstancias.
Esta plasticidad a nivel celular esta determinada por cambios en la eficacia sinaptica
neuronal, la cual ha sido sugerida como el sustrato celular de procesos cognitivos como el
aprendizaje y memoria (Gruart et al., 2006; Whitlock et al., 2006). Cambios ocurridos en la
eficacia sinaptica pueden modular la excitacion o inhibicién de un circuito neuronal, siendo
esta modulaciéon fundamental para el correcto funcionamiento del sistema nervioso central
(SNC) (Field et al., 2011; Lewis et al., 2008).

Hipocampo y Sinapsis inhibitoria

Uno de los modelos experimentales mas utilizados para estudiar los mecanismos
celulares y moleculares que determinan la induccion y expresion de plasticidad sinaptica
es el hipocampo, una estructura subcortical que es parte del sistema limbico (Bortolotto et
al., 2001). En 1973, Bliss y Lomo describieron el fendmeno de LTP en sinapsis
excitatorias hipocampales. Desde entonces, hasta la fecha existe una gran cantidad de
trabajos focalizados en determinar los mecanismos celulares y moleculares implicados en
la plasticidad sinaptica de tipo glutamatérgica, sin embargo hay muchos menos estudios
sobre la plasticidad GABAérgica (Ilvenshitz and Segal, 2006; Kawaguchi and Hirano, 2007;
McLean et al., 1996; Nugent and Kauer, 2008).

Una gran cantidad de estudios evidencian que para el funcionamiento normal del sistema
nervioso es necesario un balance correcto entre la excitacion e inhibicién de los circuitos
sinapticos. Se ha determinado que un desbalance excitacion-inhibicion esta relacionado
con la etiologia de una serie de neuropatologias (Dingledine And Gjerstad, 1980;
Chevaleyre and Castillo, 2004; Kullmann and Lamsa, 2007). En el sistema nervioso
central GABA es el principal neurotransmisor de tipo inhibitorio y en el hipocampo los
principales receptores para GABA son los de tipo A (GABA, (ionotrépicos) y tipo B
(GABAg) (metabotropicos) (Luscher et al., 2011). Los receptores GABAa estan
conformados por cinco subunidades que componen un canal de CI', siendo un importante

mediador de la inhibicidon sinaptica por medio de aumento en conductancias al ion CI.
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(Cherubini et al, 1991; Romo-Parra et al, 2008). Por otra parte los receptores GABAg
estan acoplados a proteina Gs la cual aumenta las conductancias de K*, también
contribuyendo a la inhibicién de la sinapsis (Deisz and Prince, 1989; Newberry and Nicoll,
1985).

En el hipocampo las interneuronas representan un bajo porcentaje del total de las células
del hipocampo (~10%) aun asi tiene un papel esencial en la fisiologia hipocampal (Cobb
et al. 1995; Buzsaki, 1997). Existe una gran diversidad de interneuronas en el hipocampo.
Por ejemplo en la region CA1 existen 19 tipos distintos de interneuronas (Klausberger and
Somogyi, 2008). Para su identificacion existen varios métodos, entre ellos morfoldgico,
neuroquimico y electrofisiolégico (Kullman and Lamsa, 2007).En este trabajo las
principales interneuronas estudiadas son las de tipo canasto, ubicadas en el estrato
piramidal de CA1, que representan las principales fuentes de inhibicion de las neuronas
piramidales de este estrato. Existen 2 tipos de interneuronas de canasto, ambos tipos son
idénticas morfolégicamente; para diferenciarlas se deben realizar estudios neuroquimicos
o electrofisiolégicos. Se denominan PV aquellas interneuronas de canasto que tienen un
ligando de calcio Parvalbuminas (PV+) y son de disparo rapido, por otra parte se
denominan CCK las interneuronas que expresan el neuropéptido colecistoquinina (CCK+)

y disparo lento (Armstrong and Soltesz, 2012).

La eficacia sinaptica de las interneuronas puede ser modulada por diferentes patrones de
actividad neuronal. Se han descrito una serie de mecanismos que modulan la eficacia
sinaptica en la transmision GABAérgica, ya sea por sefalizacién retrograda a través del
sistema de eCBs, o por fosforilacion de receptores de GABA por aumento de calcio
intracelular post sinaptico (Armstrong and Soltesz, 2012; Kullmann and Lamsa, 2007;
Kullmann et al.,, 2012). Ademas existen una serie moléculas que pueden modificar la
eficacia en sinapsis GABAérgicas. Es interesante que algunos neuromoduladores como la
ACh pueden modificar fuertemente la eficacia sinaptica hipocampal (Aigner, 1995;
Fernandez de Sevilla et al., 2002; Fernandez de Sevilla and Buno, 2003; Ovsepian et al.,
2004; Fernandez de Sevilla et al.,, 2008). En nuestro laboratorio, recientemente se ha
demostrado que la transmision colinérgica, actuando en conjunto con otros sistemas
como el de aCBs, pueden inducir LTD de la transmisién inhibitoria GABAérgicas
(Ahumada et al., 2013).
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Transmision colinérgica

Dada su importante participacion en procesos neuroplasticos, en aprendizaje y memoria,
numerosos trabajos se han dedicado a determinar el papel de la ACh sobre la fisiologia
cerebral (Takahashi et al., 2013; Fernandez de Sevilla, 2002 ) Existen diversos tipos de
receptores para la ACh, tanto del tipo metabotropicos (muscarinicos) como inotropicos
(nicotinicos). Dentro de los receptores muscarinicos de ACh se han descrito 5 tipos: M1,
M2, M3, M4 y M5. Los receptores M1,M3 y M5 acoplados a proteinas Gg; y los receptores
M2y M4 acoplados a proteinas G;. Por otra parte los receptores nicotinicos de ACh mas
preponderantes en el hipocampos son los subtipos a7 y a432, se ha evidenciado que
ellos contribuyen a la excitabilidad neuronal puesto que conforman un canales iénicos de
cationes permeando Ca®" entre otros cationes (Itier and Bertrand, 2001; Marrion, 1997;
Griguoli and Cherubini, 2012; Yakel, 2012). Fisiolégicamente la principal fuente de ACh en
el hipocampo proviene desde neuronas de nucleos del septum y la banda diagonal de
Broca, ubicados en la base de la corteza frontal (Givens and Olton, 1990; Mesulam et al.,
1983). Se ha evidenciado que la ACh es un neurotransmisor que puede modular la
eficacia sinaptica del estrato piramidal tanto a niveles post como pre sinapticos (Caulfield
and Birdsall, 1998; Shinoe et al, 2005). Uno de los efectos de la ACh es aumentar la
excitabilidad neuronal por medio del bloqueo de una corriente de potasio denominada “M-
Current”, llamada asi por su bloqueo al activarse el receptor muscarinico M1. El bloqueo
de esta corriente de potasio genera una despolarizacion de la membrana que facilita el

disparo de potenciales de accion de neuronas piramidales (Brown et al, 1989).
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Transmision glutamatérgica

Glutamato es un importante neurotransmisor excitatorio del SNC que juega un papel
fundamental en varias funciones cerebrales. Esta via de sefalizaciéon esta formada por
dos tipos de receptores inotrépicos (Acoplados a un canal idnico) y metabotropicos
(acoplados a una proteina G) (Sladeczek et al., 1985; Sugiyama et al., 1987). Varios
trabajos han mostrado que la activacion de mGlu-R (receptores metabotrépicos de
glutamato) puede ser determinante en la induccion de plasticidad sinaptica a largo plazo
en varias estructuras cerebrales (Neyman and Manahan-Vaughan, 2008; Wilsch et al.,,
1998). Se ha demostrado que los receptores inotrépicos de glutamato son responsables
de la induccion de plasticidad sinaptica del tipo hebbiana en procesos de aprendizaje y
memoria (Feldman, 2009). Los receptores del tipo mGlu-R, se encuentran agrupados en
tres tipos y ocho sub-tipos (Ferraguti et al., 1998; Mateos et al., 1998). Estos receptores
han sido vinculados a la induccidén y modulacién de distintos tipos de plasticidad sinaptica.
Por ejemplo, la activacion de los mGlu-R del tipo M1 induce un aumento de Calcio
intracelular contribuyendo en la despolarizacion de neuronas piramidal y participando en
la induccién de plasticidad sinaptica en la region de CA1 de hipocampo (Feldman, 2009;
Willard and Koochekpou, 2013).

Se ha mostrado que la interaccion entre el sistema colinérgico y glutamatérgico, induce
cambios en la transmision sinaptica excitatoria (Navakkode and Korte,2012; Park and
Spruston,2012), lo que indica que la activacion de receptores mGlu pueden contribuir en
la generacion de varias formas de modulacién de eficacia sinaptica, siendo muy relevante
en procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria (Mukherjee and Manahan-
Vaughan, 2013).
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Planteamiento del problema

El hecho de que la mayoria de los estudios estén centrados en la sinapsis excitatoria deja
muchas preguntas abiertas sobre los fendmenos que pueden ocurrir en las sinapsis
inhibitorias (McLean et al 1996; Ivenshitz and Segal, 2006; Kawaguchi and Hirano, 2007;
Nugent and Kauer, 2008). Asimismo, existen muchos estudios sobre la ACh y sus efectos
en diferentes areas cerebrales. De hecho se ha demostrado que la activacién de
receptores metabotrépicos para ACh pueden inducir LTP en circuitos excitatorios
glutamatérgicos (Fernandez de Sevilla et al., 2008, 2010). Estudios realizados en este
laboratorio han demostrado como la coactivacién de receptores para ACh y eCBs pueden
inducir LTD en un subgrupo de sinapsis inhibitorias (Ahumada et al., 2013). Sin embargo
hasta la fecha se desconoce si la ACh puede modular a largo plazo la eficacia sinaptica

en sinapsis GABAérgicas insensibles a eCBs.
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Objetivos



Hipotesis

La activacién de receptores colinérgicos regula el umbral de induccion de plasticidad

sinaptica GABAérgica en la region de CA1 en el hipocampo

Objetivo General

Determinar si los receptores colinérgicos participan en la induccidn de la LTP en sinapsis

GABAeérgicas hipocampales.
Objetivos especificos

Establecer la participacion de receptores de ACh y mGlu en la generacion de potenciacion

a corto y largo plazo de la transmisién inhibitoria.
Estudiar si la induccién de la LTP de la transmision inhibitoria, dependiente de la

activacion de receptores colinérgicos y glutamatérgicos ocurre a nivel pre y/o post

sinapticos.
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Metodologia

Para evaluar los mecanismos de plasticidad sinaptica mediada por la ACh y glutamato, se

utilizaran técnicas de farmacologia y electrofisiologia en rodajas de hipocampo de ratas.
Animales

Las rodajas de hipocampo seran obtenidas de ratas Sprague-Dawley sacrificadas entre

los 15 y 30 dias postnatal.
Obtencioén de rodajas de hipocampo

Las rodajas de hipocampo seran obtenidas mediante técnicas ampliamente descritas en
literatura (Le Ray et al., 2004; Bonansco et al., 2007; Fernandez de Sevilla et al., 2007).
Los animales seran decapitados y su cerebro expuesto por craneotomia. El encéfalo
debera ser extraido rapidamente (<1min) y sumergido en liquido cefalorraquideo artificial
(LCA), cuya temperatura no debera superar los 4°C, para favorecer la viabilidad celular.
La composicion iénica del LCA en mM sera de: 124.00 NaCl, 2.69 KClI, 1.25 KH,PO,, 2.00
Mg.SOy4, 26.00 NaHCO3, 2.00 CaCl, y 10.00 Glucosa.

Una vez extraido el encéfalo, se le realizaran dos cortes, unos anterior y otro posterior
paralelos entre si (fig1) y fijado en el plano coronal-frontal a una camara de corte con
pegamento de cianocrilato, sumergido en el mismo LCA a 4°C, el cual es
permanentemente burbujeado con carbégeno (95% O, — 5% CO,). En estas condiciones,
se procedera a obtener cortes transversales de hipocampo con un espesor de entre 350-
400 pym mediante un vibrdtomo motorizado (Campden Instruments, model MA752).
Posterior al corte, las rodajas obtenidas deberan ser traspasadas a la camara de
incubacién, en las que se mantendran durante 30 a 60 minutos en LCA a temperatura
ambiente (23-25°C) con un pH estable (7.4) y burbujeado permanentemente con
carbogeno (95% O, — 5 % CO,), favoreciendo de esta manera la estabilizacion del
metabolismo. Una vez incubadas, las rodajas seran transferidas a una camara de registro,
adaptada con un microscopio (NIKON, modelo Eclipse FN1). El sistema se encontrara

sobre una mesa anti-vibratoria para permitir la obtencidn de registros estables a largo
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plazo impidiendo la transmisibn de vibraciones ambientales a la preparacion. La
transmisién de artefactos eléctricos externos al registro sera evitada con la disposicion del
sistema de registro al interior de una jaula de Faraday. Las rodajas deberan ser
perfundidas con LCA a temperatura ambiente, con un flujo ~ 1 ml/minuto, de forma que el
recambio completo de LCA en la camara de registro se realizara aproximadamente cada 5

minutos.

Figura 1. Encéfalo expuesto por craneotomia, se muestran los cortes anterior y posterior.

Soluciones de registro y farmacologia

La composicion idnica del LCR de registro sera idéntica a la que se utilizara durante los
procesos de obtencién e incubacion de las rodajas de hipocampo, sin embargo este LCR
tendra adicionalmente los siguientes farmacos: APV (50uM), CNQX (50uM) y AM251
(25uM) para bloquear los receptores inotrépicos de glutamato (AMPA y NMDA) y los
receptores de tipo CB1 de eCBs. Por su parte, la composicion en mM de la solucion
intracelular que se utilizara en la pipeta de registro sera de: 120 K-Gluconate, 10 KCI, 10
HEPES, 1 MgCl,-6H,0, 5EGTA y 4Na?* -ATP.

Registros electrofisiolégicos

Los registros electrofisioldgicos seran obtenidos mediante la técnica de patch-clamp en su
configuracion de célula entera. Segun el disefio experimental, se utilizaran las
modalidades de fijacion de voltaje para el registro de corrientes post-sinapticas inhibitorias
(IPSCs). También realizaremos registros inhibitorios de potenciales de campo local
(fIPSP)
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Figura 2. Visualizacion del cerebro, el hipocampo de rata y un esquema del montaje
experimental para los registros electrofisiolégicos en CA1. SO (stratum oriens); SP

(stratum piramidal); SLM (stratum lacunosum moleculare)

Registros de Patch-clamp

Se realizara la técnica de Patch-Clamp a ciegas, en la cual se busca la célula piramidal de
la region CA1 mediante los cambios en la resistencia de la pipeta de registro. Las pipetas
de registros que se utilizaran constaran de un alambre de plata clorurada (Ag/AgCl)
incluido en una micropipeta de vidrio/borosilicato (diametro externo-interno: 1.5-0.84mm)
con capilar interno. Las pipetas seran fabricadas con un estirador de pipetas
(Sutterlnstrument Co., P-97) y rellenadas con la solucion intracelular (ver soluciones de
registro). La resistencia de las pipetas debera estar en un rango de 3-8 MQ. Los
electrodos en la pipeta de registro se encontraran conectados a un amplificador EPC-7
(HEKA Instruments).

En fijacion de voltaje las neuronas seran aceptadas solo cuando la resistencia del sello
sea > 1GQ y la resistencia en serie no cambie mas de un 20% durante el experimento.
Los registros en fijacion de voltaje seran filtrados a 3 KHz y muestreados entre 6 y 10

KHz, a través de un conversor analogo-digital (ITC-16; Intrutech) y guardados con el
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software Pulse FIT (Heka Instruments). Como electrodo de referencia se empleara un
electrodo epoxy relleno de KCI y con una resistencia de 2.7 KQ (WorldPrecision

Instruments, Inc.).

Registro de campo

Una vez esperado el tiempo para la estabilizacion del metabolismo, la rodaja de
hipocampo es llevada a una camara de registro, la cual se encuentra adaptada con un
microscopio (NIKON, modelo SMZ-2). Montado, sobre una mesa anti-vibratoria, para la
obtencion de registros estables a largo plazo, el sistema debe ser aislado de la
transmisidon de vibraciones ambientales, e instalado 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 estd 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
(SutterinstrumentCo.Model P- 27). En estos experimentos se utilizaron dos electrodos de
estimulacion donde uno esta posicionado en el stratum radiatum (regidon de colaterales de
Shaffer), el otro electrodo fue posicionado en el stratum pyramidale, para la estimulacién
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 (figura 2).

Bolo de ACh y DHPG

Para aplicar el bolo de ACh se agregan 15 uyL de ACh (415uM) sobre la camara de
registro cuyo volumen es de 1mL para obtener una concentracion final de 5uM, que
consecutivamente es lavado con 5 ml de LCR (y la farmacologia correspondiente)
durante 5 minutos.

Para aplicar el bolo de DHPG se agregan 25 uL de DHPG (5 mM) sobre el en la camara

de registro cuyo volumen es de 1mL para obtener una concentracion final de 50 uM, que
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consecutivamente es lavado con 5 ml de LCR (y la farmacologia correspondiente)

durante 5 minutos.

Protocolo de HFS

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 estimulacion del strafum radiatum,
realizando un protocolo de HFS que consta de tres trenes de estimulacion a 100 Hz (100

pulsos de 1 segundo repetido 3 veces, es decir se realizan 300 pulsos).

Estimulacion

Se obtendran registros de neuronas piramidales en patch-clamp de la regién CA1 de
hipocampo mediante la estimulacién de las interneuronas con un electrodo extracelular
bipolar posicionado en stratum piramidal (SP) a una distancia aproximada de 50 ym de la

neurona piramidal de CA1 (figura 2).

Protocolo de pulsos pareados

Este protocolo consiste en estimular mediante 2 pulsos eléctricos separados por 100ms
en las interneuronas GABAérgicas registrando a OmV, potencial de reversion para la
sinapsis excitatoria registrando los cambios en la transmision inhibitoria. Debido a la alta
probabilidad de liberacion que poseen estas sinapsis, presentan un fenémeno
denominado depresidn por pulsos pareados, donde el primer pulso es de mayor amplitud
que el segundo, debido a que con el primer estimulo se liberan tantas vesiculas con
neurotransmisor, que el terminal axdénico se queda sin el stock suficiente de vesiculas

cargadas para la liberacion inducida por el segundo pulso.
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indice de Pulsos Pareados (PPR)

Con el fin de estudiar si los cambios en la amplitud de las IPSCs son de origen pre o post-
sinapticos se calculara el indice de pulsos pareados (PPR). EI PPR para sinapsis
inhibitorias que presentan una alta probabilidad de liberacion, se denomina depresién por
pulsos pareados (DPP), en donde el primer pulso es de mayor amplitud que el segundo, y

se calculard mediante la siguiente formula:

DPP=1-(R2/RI)

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

respectivamente.
Analisis

El andlisis de los registros sera realizado con el programa Clampfit perteneciente al
conjunto de programas denominado “pCLAMP 9” (Molecular Device, Chicago, IL USA).
Para la representacion de las graficas se utilizara el software computacional “Origin”
(version 6.0, OriginLabCorp, MA, USA). El analisis estadistico y representacion grafica de
los resultados se realizara mediante el programa “Origin 6.0”. Para analisis de los
registros de las sIPSCs sera utilizado el software Minianalysis (Synaptosoft, Decatur,
GA, USA).

Finalmente, se procedera a realizar el analisis estadistico usando la prueba t (t-

student) de dos colas, considerandose como diferencias estadisticamente
significativas los resultados con P<0.05.
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Resultados

La activacion de receptores de ACh induce depresiéon a corto plazo (iSTD), en la

transmision inhibitoria

El efecto de la activacion de receptores de ACh en el hipocampo se analiza en la
amplitud de las IPSC (ver, figura 3A) durante la perfusion de ACh, ocurriendo una iSTD, y
posteriormente la amplitud de las IPSC evocadas vuelve al valor basal (101.2+ 2.3 %
(control); 38.6 £ 8.9 % (ACh)y 102.2 £ 15.0 % (post ACh) p < 0,05; n=7; figura 3C).

Para reconocer si los cambios generados en la activacion de receptores colinérgicos
durante la iSTD son generados a nivel pre o post sinapticos, se utilizé la prueba de pulsos
pareados (PPR) (Creager et al.,, 1980). El signo y magnitud de la razén por pulsos
pareados, depende de la probabilidad de liberaciéon del neurotransmisor: la sinapsis con
mayor probabilidad de liberacion muestra una depresion por pulsos pareados (DPP),
mientras que la sinapsis con menor probabilidad de liberacién muestra una facilitacién por
pulsos pareados (FPP) (Bufio et al., 2006). Se observa que todos los registros de IPSC
analizados mostraron DPP (ver figura 3B). Analizando los registros de forma individual se
observan cambios en la probabilidad de liberacién durante la ACh, habiendo casos en que
la probabilidad de liberacion aumenta y otros en qu disminuye, separandolos en 2 grupos
(Figura 3C y 3D). Luego de 30 minutos se observa que el PPR para ambos grupos de
neuronas vuelve al valor basal (68.1 + 4.2 % (control) ; 53.0 £ 3.5 % (ACh); 68.2+ 4.9 %
(post ACh) p< 0,05; n=4 figura 3C) (68.8 + 5.8 % (control) ; 82.8 + 17.1 % (ACh); 65.7+ 8.4
% (post ACh) p< 0,05; n=2 figura 3D).
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Figura 3. La activacion de receptores colinérgicos pre-sinapticos induce iSTD. En A
(arriba) se muestran los registros de IPSC evocados (n=6) en situacion control (negro),
durante la de ACh (5 uM) (rojo) y 30 minutos post ACh (azul). Abajo, los promedios de las
amplitudes de los IPSC evocados en funcion del tiempo. En B se muestra la grafica de los
promedios de las amplitudes de las IPSC evocados durante la situacion control, en
presencia de ACh y 30 minutos post ACh. En C, se muestra una comparacién entre la
RPP de una neurona (arriba), siendo el color negro el basal y el rojo durante la ACh, se
observan un aumento en la DPP. también se muestran los promedios de la PPR de los
registros que muestran un aumento en la DPP, en situacién control, durante ACh y post
ACh (abajo). En D se realiza el mismo analisis que en C, pero para células que muestran

una disminucion en la DPP.

27



También se realizaron registros de corrientes de actividad espontanea (sIPSC) en
neuronas piramidales de CA1, con una linea basal durante 10 minutos y luego se aplico
un bolo de ACh (5uM). De los registros obtuvimos la actividad espontanea inhibitoria en
una solucién perfundida con APV (25uM) y CNQX (10uM) para boquear la actividad de
receptores ionotropicos para glutamato y AM251 (10uM) (Figura 4A). Bajo estas
condiciones se encontré que la frecuencia de las sIPSC disminuyeron durante la ACh (1.2
+ 0.39 Hz (control) ; 69.77 + 0.22 Hz (ACh); 1.3+ 0.29 Hz (post ACh) p< 0,05; n=4 figura
4C). Por otra parte observamos que durante la ACh no hay cambios significativos en la
amplitud de la sIPSC. Es destacable que la amplitud de la respuesta 30 minutos después
de la aplicacion del bolo de ACh muestra un aumento significativo respecto al control
(566.7 £ 14.1 pA (control) ; 36.9 £ 7.9 pA (ACh); 76.0+ 12.2 pA (post ACh) p< 0,05; n=4
figura 4B).
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Figura 4. Aumento en la amplitud a largo plazo y una disminucién en la frecuencia a
corto plazo de las sIPSC producido por activacion de receptores de ACh. En A, se
muestran los registros representativos de las sIPSC antes y después de aplicar Ach (5
pUM). En B se observa la cuantificacion de la frecuencia de los registros de sIPSC. En C,

se muestra la amplitud de las sIPSC.
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La activacion de receptores Colinérgicos y metabotrépicos de Glutamato, inducen iLTP

Estudios previos en nuestro laboratorio, demostraron que la co-activacion 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 centré en la
activacion de receptores ACh-R y mGlu-R, donde bloqueamos selectivamente la
sefalizacion mediada por eCBs, en presencia del antagonista de receptores para
endocannabinoides CB1, AM251. En primer lugar estudiamos la respuesta a ACh y la
activacion de mGlu-R de un grupo de neuronas piramidales, utilizando el protocolo de
registro de la actividad sinaptica de campo inhibitorio (fIPSP). Luego de un registro basal
de 15 minutos, se aplicé sobre las rebanadas un bolo de ACh (5 uM), observando se un
reduccion transitoria de la eficacia sinaptica inhibitoria o iSTD ( 102.6 + 2.7% (basal), 89.2
1 3.7% (durante ACh) p< 0,05; n=8 figura 5B). 15 minutos después de aplicado el bolo de
ACh, se aplico el protocolo de HFS sobre la Colaterales de Schaeffer y observamos que
15 minutos después la amplitud de los IPSP habia aumentado significativamente y que
este aumento se mantenia persistentemente por mas de 40 minutos. (124.1 + 3.7 (post
ACh) p< 0,05; n=8 figura 5B).

Dado que en nuestras condiciones experimentales el protocolo de HFS puede estar
activando no sélo fibras glutamatérgicas al estimular en stratum radiatum, reemplazamos
dicha estimulacion por la aplicacion de un agonista de mGlu-R DHPG (50uM). Como se
observa en la figura 6A la aplicacion de DHPG, 15 minutos después de ACh induce una
significativa potenciacion de la transmisién GABAérgica o iLTP (figura 6). Los valores
alcanzados fueron 408.7 + 14.0 pA (basal) ,52.7 £ 5.0 pA (durante ACh) y 616.0 £ 12.5 pA
(30 minutos post DHPG) p< 0,05; n=1 figura 6A).
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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
liberacidn del neurotransmisor, se analizé la PPR, donde se observa que la aplicacion de
ACh induce 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 a corto plazo es a nivel pre-sinaptico (98.1 + 3.5% (basal), 120.4 + 14.4%
(durante ACh) p< 0,05; n=8 figura 5C) (57.6 + 1.6% (basal), 100.0 + 9.0% (durante ACh)
p< 0,05; n=1 figura 6B) , teniendo coincidencia con lo visto en el experimento anterior
(figura 3D). Al analizar la RPP posterior a la aplicacion del tren de HFS (para registros de
fIPSP) ; o DHPG (para los registros de célula unica), se observa que no hay cambios en la
probabilidad de liberacion, en comparacién con el control, lo que nos indica que hay el
cambio en la probabilidad de liberacién es sélo transitorio y que el aumento en la amplitud

de los fIPSP o IPSC son debidos a cambios a nivel post-sinaptico.
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Figura 5. La activacion de ACh-Rs y Glu-Rs induce iLTP GABAergica en fIPSP. En A,
arriba se observan los registros de fPSP en situacidon control (negro); en presencia de
ACh (rojo) y post HFS (azul). Abajo se muestran los promedios de los fIPSP en funcion al
tiempo, el momento en que se hace el bolo de ACh (5 uM) se marca con una fleche gris
(izquierda), otra flecha gris (derecha) indica el momento donde fue aplicado el HFS. En B,
se muestra un grafico indicando el promedio de las amplitudes de los fIPSP, en situacién
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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Figura 6. La activacion de ACh-Rs y Glu-Rs induce iLTP en IPSC. En A, arriba se
observa un registro en situacion control (negro); en presencia de ACh (rojo) y post DHPG
(azul).Abajo se muestra un registro de todos los valores obtenidos de corriente (en valor
absoluto) medidos en pA en funcién al tiempo, el protocolo se llevo a cabo en presencia
de APV (25uM), CNQX (10uM) y AM251 (10uM), la primera flecha gris (izquierda) indica
el momento en que se aplica el bolo de ACh (5 uM), la segunda flecha gris (derecha)
indica el momento donde fue aplicado el bolo de DHPG ( 50 yM). En B, se observa un
ajuste escalar en los registros tomados en a, b y ¢ para observar cambios en la
probabilidad de liberacion (arriba) en b, también se muestran los valores de los PPR,

durante las distintas fases del protocolo (abajo).
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La induccién de iLTP GABAergica requiere tanto la activaciéon de receptores mGlu como
mACh

Para demostrar que la activacién de receptores muscarinicos de ACh estan implicados en
la induccién de iLTP, se aplicé ACh (10uM) durante 10 minutos y después de 20 minutos
de lavado se procede a realizar el protocolo de HFS, pero en presencia de Atropina (10
pUM), un antagonista de receptores muscarinicos y de AM251 (10 uym). Se observé que la
presencia de atropina bloqued la iSTD, (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 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 7). Ademas, después de aplicar el protocolo de HFS, no
hay generacion de iLTP, lo que nos indica que la activacion de receptores metabotropicos

para ACh A nivel pre-sinaptico es necesario para la induccion de iSTD e iLTP.

Para corroborar que el protocolo de HFS sobre fibras glutamatérgicas del stratum
radiatum provoca la activaciéon de mGlu-R y a su vez si estos receptores estan implicados
en la induccion de iLTP, se realizé6 un experimento similar al anterior, pero esta vez en
presencia de MCPG (50uM) un antagonista no selectivo para mGlu-R del grupo | y Il y
AM251 (10uM). Pudimos observar que la iSTD pre-sinaptica, generada por la activacion
de mACh-R, no se ve afectada por bloque de mGlu-R Los valores de valores de la PPR
fueron 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 aplicacién 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). Tomados en conjunto estos datos
muestran que para inducir la iSTD se requiere la activacion de los mACh, mientras que

para inducir iLTP se requiere la activacion de mACh-R y mGlu-R.
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Figura 7. La induccion de GABA-LTP requiere la activacion tanto de receptores
mACh como de mGlu. En A, arriba se observan los registros de fPSP para el registro
con atropina (10 uM) previo al protocolo de ACh y HFS (negro), para el registro con
atropina posterior al protocolo de ACh y HFS (rojo oscuro), para el registro con MCPG
(50uM) previo al protocolo de Ach y HFS (gris), y para el registro con MCPG posterior al
protocolo de Ach y HFS (rojo claro). Abajo se muestran los promedios de los fIPSP en
funcién al tiempo, el protocolo se llevo a cabo en presencia de Atropina (blanco) y por otro
lado en presencia de MCPG (negro), ademas el tiempo en que se agrega ACh (5 uM) se
marca con una barra gris (izquierda), y una flecha gris (derecha) indica el momento donde
fue aplicado el HFS. En B, se resumen los resultados de fIPSP (izquierda) y PPR
(derecha), durante un protocolo de ACh y posteriormente HFS, bajo la farmacologia de

atropina y MCPG (estos experimentos estaban bajo los efectos de AM251 (10uM)).
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VIIl. Discusion



Discusion
En este trabajo presentamos evidencia de una forma de plasticidad sinaptica a largo plazo

en la transmisién GABAérgica, inducida por la activacion de mACh-R y mGlu-R.

La activacidon de mACh-R genera una iSTD mediada por los receptores pre-sinapticos
M2 de ACh

La activacion de mACh-R generé una iSTD, la que fue acompafada de un cambio en la
probabilidad de liberacion de GABA, indicando que la expresion de esta forma de
plasticidad ocurre a nivel pre-sinaptico (figura 3C, D y 5B). Se ha descrito que en
hipocampo los mACh-R del tipo M2/M4 son expresados presinapticamente tanto en
neuronas piramidales como en interneuronas (Caulfield, 1993; Chevaleyre et al., 2007),
La activacion de estos receptores, provoca una disminucion en la liberacion de GABA
mediada por la activacion de la proteina G;, la cual activa la adenilato ciclasa (AC), que
disminuye la activacion de la PKA reduciendo la actividad de la maquinaria de liberacion
de GABA. Como se muestra en la figura 3, en un grupo de interneuronas, se observa un
aumento de la probabilidad de liberacion. Una posibilidad para explicar esta diferencia es
que la activacion de receptores muscarinicos y el bloqueo de corrientes de potasio
puedan aumentar la excitabilidad, aumentando la frecuencia de disparo de potenciales de
accion y liberando mas neurotransmisor. Otra posibilidad es que la aplicacién de ACh
puede activar receptores nicotinicos permeables a calcio (a7 o a4p2), los cuales puede
aumentar la probabilidad de liberacién de GABA (Marrion, 1997; Griguoli and Cherubini,
2012; Yakel, 2012). Este comportamiento no fue observado en los registros de campo,
probablemente porque a nivel poblacional predomina el efecto de los receptores M2
presinapticos por sobre los otros receptores de ACh; es posiblemente por eso que se
observa sélo una disminucién en la probabilidad de liberacion al agregar ACh. A pesar de
los resultados anteriores aun se requiere realizar una serie de experimentos incluyendo
registros dobles interneurona-piramidal y de farmacologia que nos permitan discriminar

entre estos efectos contrapuestos.
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La iLTP requiere una activacion previa de mACh-R seqguida de la activaciéon de los mGlu-
R

Se ha demostrado que la estimulacion alta frecuencia (protocolo de HFS) en las

colaterales de Schaffe, puede activar un grupo de receptores mGlu- R, al igual que los
receptores mACh-R pueden inducir la sintesis y liberacion de eCBs (Varma et al., 2001).
Por otra parte se ha demostrado que la induccion de LTD inhibitoria en hipocampo puede
depender de liberacion de eCBs (Castillo et al., 2011), donde se observé que la aplicaciéon
de un tren de HFS, es capaz de activar mGIu-R, que finalmente induce la sintesis y
liberacion de eCBs que actian de manera retrograda en la sinapsis. En nuestros
experimentos el proceso de iLTD mediado por eCBs es completamente bloqueado por
antagonistas de CB1-R (AM251). Los resultados obtenidos muestran que la activacion de
los receptores mMACh-R y mGlu-R facilitan la induccién de la iLTP independiente del efecto
de los eCBs (Figura 5A, 7A y 7B). Nuestros resultados sugieren la existencia de un
fendmeno de induccién o “priming” mediado por activacion de mACh-R, que actua
facilitando la induccion de iLTP inducida por la activaciéon de mGlu-Rs. Este efecto de
“priming” por ACh se ve evidenciado en un aumento en la amplitud de sIPSC luego de 30
minutos desde que se agrego la ACh, lo que indica que la ACh produce un efecto a nivel
celular que perdura en el tiempo (Figura 4). Aunque hemos demostrado que este “priming”
sinaptico es dependiente de la activacion de mACh-R (Figura 7), desconocemos el
subtipo de receptores muscarinicos y metabotropicos para glutamato que estan
implicados en esta forma de plasticidad sinaptica a largo plazo.

Datos obtenidos en nuestro laboratorio muestran que la activacion de los sistemas de
eCBs y colinérgico, deprime la transmisién inhibitoria de interneuronas sensibles a eCBs
(CCK+) (Ahumada et al., 2013). Los resultados presentados en esta tesis sugieren la
existencia de otro mecanismo de plasticidad a largo plazo, en este caso la iLTP la cual
depende de la interaccion entre el sistema Colinérgico y Glutamatérgico. Estos resultados,
nos sugieren la interesante idea que implica que interneuronas GABAérgicas
hipocampales pueden ser diferencialmente moduladas por el sistema colinérgico: por un
lado la activacion del sistema colinérgico y de eCBs deprimen la transmisién GABAérgica
y por otro lado la activacién de receptores colinérgicos y glutamatérgicos pueden
potenciar la transmisién GABAérgica. Este hallazgo permite sugerir que un nuevo
mecanismo de regulacién de la eficacia sinaptica donde este "balance Inhibicion-

inhibicion”, la cual parece jugar un papel clave en la plasticidad de los circuitos inhibitorios.
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Diversos estudios muestran que la neuromodulacion glutamatérgica y GABAérgica es
fundamental para la sincronizacion neuronal y el correcto funcionamiento del SNC (Field
et al., 2011; Lewis et al., 2008). Alteraciones en la sinapsis inhibitoria estan directamente
relacionados con la etiologia de varios trastornos neuropsiquiatricos tales como la
esquizofrenia y depresion asi como en enfermedades neurodegenerativas (Ford et al.,
2007; Ford and Mathalon, 2008).

En conjunto estos hallazgos demuestran que la modulacion de la transmisién GABAérgica
puede disminuir o aumentar su nivel de inhibicion, la cual puede servir como un sistema
de compensacion. Esta compensacion requiere una reorganizacion y un re-balance de la
excitacion e inhibicion en el cerebro, fendmeno llamado “plasticidad sinaptica
homeostatica”. Este re-balance muchas veces es insuficiente para sostener la
sincronizacion neuronal necesaria para procesar la informacion somatosensorial y las
funciones cognitivas superiores. 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 neuronales.

39



IX. Conclusiones



Conclusiones

1-

La ACh puede inducir depresién la cual depende de la activacion de receptores

presinapticos muscarinicos para ACh.

La activacion de receptores muscarinicos facilita la induccién o “priming” de LTP
de la transmision GABAérgica, la cual puede ser fundamental para el

funcionamiento de diferentes circuitos neuronales.

Para la fisiologia cerebral el balance excitacion-inhibicién es de gran importancia.
Nuestros datos sugieren, que la depresién de la transmision GABAérgica
observada en varias estructuras cerebrales, puede ser compensada por esta
forma de potenciacion inhibitoria a lago plazo. De esta manera, esta forma de
balance “Inhibicién-inhibicion”, puede jugar un papel clave en la fisiologia cerebral

y procesos cognitivos como el aprendizaje y memoria.
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