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RESUMEN

La corteza prefrontal (PFC) constituye el nivel mas alto en la jerarquia cortical en el cerebro. Es,
una estructura clave en funciones sociales y cognitivas, como el aprendizaje y la memoria, y cuya
disfuncién se ha asociado a diversos trastornos neuropsiquiatricos. Para una adecuada
integracion de la informacion y lograr una capacidad funcional 6ptima en la PFC, resulta esencial
el rol del sistema GABAEérgico para la mantencién de un apropiado balance excitacién-inhibicion.
Al respecto, la serotonina (5-HT) es un neuromodulador que controla fuertemente la fisiologia de
la PFC; diversos antecedentes indican que la compleja accién de 5-HT sobre la funcién sinaptica
depende de la activacion de distintos subtipos de receptores serotoninérgicos (5-HTRr). Sin
embargo, aln se desconoce la contribucion relativa de cada subtipo de 5-HTr en el control de la
eficacia sinéptica inhibitoria en PFC. Utilizando una combinacion de técnicas de electrofisiologia,
optogenética y farmacologia, estudiamos los mecanismos de induccion y expresion de la
plasticidad sinaptica a largo plazo en sinapsis GABAérgicas inducidos por la activacion de 5-HTr
en la PFC de ratdon. Nuestros resultados muestran que la 5-HT induce depresion a largo plazo
(iLTD) de las corrientes inhibitorias evocadas (elPSC) en neuronas piramidales de capa 2/3. El
mecanismo de induccién de iLTD por 5-HT en PFC fue dependiente de la capa de las cuales
provengan las fibras GABAérgicas, ya sean de capa 2/3 (L2/3) o capa 5 (L5). La induccion de la
iLTD sobre las fibras provenientes de L2/3 requirié la activacién conjunta de los receptores 5-
HT2a y 5-HTs. Se observé que la activacion de 5-HTza induce la liberacién de endocannabinoides
(eCBs) para activar CB1r en el terminal presinaptico, disminuyendo la probabilidad de liberacion
de GABA. Esta forma de iLTD es completamente bloqueada por el agonista inverso de CB1r
AM251. También observamos que la activacién de 5-HTs aumentd la liberacién de GABA sobre

el terminal presinaptico inhibitorio, activando receptores GABAs en esta terminal reduciendo la



liberacién de GABA. Esta depresidn es inhibida por el antagonista de GABAs CGP. Nuestros
resultados muestran que la iLTD inducida por 5-HT requiere de la coactivacion de CB1ry GABAs
en el terminal presinaptico, generando una disminucion en la probabilidad de liberacion de GABA
desde terminales inhibitorias de la L2/3. En paralelo, la 5-HT induce iLTD sobre las fibras
GABAérgicas provenientes de L5 mediante dos mecanismos diferentes. El primero es por
activacion de 5-HT1a en la postsinapsis mediante la disminucion de la via AC/cCAMP/PKA, la cual
induce depresién de la transmision GABAérgica a largo plazo. El segundo mecanismo depende
de la activacion de 5-HT2a postsinaptico, el cual induce la liberacion de eCBs, activando CB1r en
el terminal presinaptico y generando una disminucion a largo plazo en la probabilidad de
liberacién de GABA. Ambos mecanismos de iLTD de fiboras GABAérgicas provenientes de L5 se
bloguean totalmente al inactivar la PKA con H89, bloquear la actividad de proteinas G
postsinapticas con GDPBS o al utilizar un antagonista para 5-HTia (WAY100635) y 5-HT2a
(MDL100907) simultdneamente. Por lo tanto, 5-HT en la PFC ejerce un fuerte control sobre la
transmision sinaptica GABAérgica con especificidad anatémica, sinaptica y de receptores, lo que
forma parte de la fisiologia cortical, ayudando a entender las bases neuronales en procesos

cognitivos y neuropatoldgicos.



ABSTRACT

The prefrontal cortex (PFC) constitutes the highest level of the cortical hierarchy in the brain. The
PFC is a key brain structure involved in social and cognitive functions such as learning and
memory, and its dysfunction is believed to contribute to various neuropsychiatric disorders. The
GABAergic local system is especially important to the fine-tuning of the excitatory—inhibitory
balance required to enable proper integration of afferent information and sustain optimal functional
capacity in the PFC. Serotonin (5-HT) is a neuromodulator that exerts strong control on the
physiology of the PFC. Several lines of evidence indicate that the complex action of 5-HT on
inhibitory synaptic function is determined by distinct 5-HT receptor (5-HTRr) subtypes. However,
the relative contributions of each receptor subtype on inhibitory synaptic efficacy and plasticity
remains elusive. Through electrophysiological patch-clamp recordings, optogenetics and
pharmacology, we studied long-term mechanisms of the inhibitory synaptic plasticity induced by
activation of 5-HTr in PFC. We observed that local application of 5-HT induces long-term
depression (iLTD) of evoked inhibitory post-synaptic currents (elPSC) in pyramidal neurons of
Layer 2/3. The mechanism of induction of iLTD depends of origin of GABAergic fiber, from Layer
2/3 or Layer 5. The induction of iLTD of fibers from Layer 2/3 requires activation of 5-HT2a and 5-
HTs together. We observed that activation of 5-HT2a induces the release of endocannabinoids
(eCBs) to activate CB1r on presynaptic terminals. This iLTD is completely blocked with inverse
agonist of CB1r AM251. On the other hand, activation of 5-HTz increases GABA release upon
presynaptic terminal activating GABAs receptors. This iLTD is completely blocked with antagonist
of GABAgs CGP. Thus, our results shown that iLTD by 5-HT occurs via co-activation of CB1r and
GABAG& on presynaptic terminal, decreasing probability of release of GABA from Layer 2/3. In

parallel, 5-HT induces iLTD on fibers from Layer 5 via two different mechanism. First of them is



via activation of postsynaptic 5-HTia receptor, decreasing AC/CAMP/PKA to decreases
GABAergic currents. The second mechanism is by activation of postsynaptic 5-HTza, inducing
synthesis and retrograde release of eCBs to activate CB1r on presynaptic terminals, decreasing
a long-term probability of GABA release. Both mechanisms of iLTD on L5 were fully blocked if we
inhibited PKA with h89, we blocked post synaptic G coupled proteins with GDPBS, or we
antagonized the receptors 5-HT1a (WAY100635) and 5-HT2a (MDL100907) together. Thus, our
result shown that 5-HT exerts strong control on GABAergic transmission on PFC exhibiting
specificity at anatomical, synaptic and receptor levels. These issues are part of cortical physiology

and help to understand the neural basis of cognitive and neuropathological process.
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INTRODUCCION

La Corteza Prefrontal

Los circuitos corticales han sido propuestos como los responsables en procesar informacion
sensorial, cognitiva y emocional (Curtis and D’Esposito, 2003; Douglas and Martin, 2004; Tononi
and Koch, 2015). De los distintos tipos de cortezas, la corteza prefrontal (PFC) se ha asociado
con la ejecucién de procesos cognitivos complejos como la toma de decisiones y memoria de
trabajo (Harris and Shepherd, 2015). Ademas, la PFC forma parte de multiples circuitos cuya
disfuncién se ha asociado con diversos trastornos neuropsiquiatricos (Goto et al., 2010; Lesch
and Waider, 2012; Ting and Feng, 2008; Tovote et al., 2015).

La organizacién de la PFC es similar a otras neocortezas, con una organizacion laminar
determinada por la disposicion de las neuronas glutamatérgicas, que constituyen
aproximadamente el 80% del total de neuronas en la corteza (van Aerde and Feldmeyer, 2015;
Harris and Shepherd, 2015; Vertes, 2004). La capa 2/3 (L2/3) de la PFC parece ser la de mayor
integracion y procesamiento neuronal, ya que posee la principal fuente de entradas sinapticas
intertelencefélicas e interconexiones locales (van Aerde and Feldmeyer, 2015; Harris and
Shepherd, 2015). Es interesante destacar que la transmision inhibitoria en la PFC se establece
gracias al control local generado por diversos tipos de interneuronas. Estas interneuronas no
poseen una disposicion laminar, cuya distribucién y abundancia de los subtipos de interneuronas
es diferente en cada capa de la PFC (Gupta et al., 2000; Perin et al., 2011; Rudy et al., 2011).
Para el correcto funcionamiento de circuitos centrales es esencial la funcién de interneuronas
inhibitorias y la neuromodulacién a la cual estan sujetas (Bonansco and Fuenzalida, 2016; Miles,
2000). A diferencia de las neuronas glutamatérgicas de la PFC que se dividen en corticotalamicas

(CT) en capa 5 (L5) e intertelencefélicas (IT) en L2/3, las interneuronas GABAérgicas corticales
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contindan en discusién e investigacion en cuanto al nimero de subtipos, puesto que hay
clasificaciones morfologicas, bioquimicas y electrofisiologicas (Cauli et al., 2000; DeFelipe et al.,
2013; Gupta et al., 2000; Rudy et al., 2011). El nivel de actividad de las interneuronas y la
inhibicion sindptica que ellas ejercen puede regular el nivel de despolarizacién y propagacién de
potenciales sinapticos controlando la ganancia funcional y la plasticidad de las sinapsis
excitatorias cercanas (Kandel, 2012). Aunque en la PFC la inhibicién esta determinada por al
menos 20 tipos de interneuronas GABAérgicas (Bartho, 2004; Gupta et al., 2000; Miles, 2000),
las interneuronas de la PFC se pueden dividir neuroquimicamente en 3 grandes grupos, i.e. las
que expresan parvalbamina (PV+), o somatostatina (SOM+), o el receptor de serotonina (5-HT3)
(Rudy et al., 2011). Las interneuronas PV+ se caracterizan por presentar una alta frecuencia de
disparo de potenciales de accion y una muy baja o nula acomodacién (Armstrong and Soltesz,
2012; Cea del Rio et al., 2010). Estas interneuronas hacen sinapsis principalmente en el somay
el cono axonico de las neuronas piramidales (Armstrong and Soltesz, 2012; Bartos and Elgueta,
2012). A su vez, las interneuronas SOM+ se caracterizan por tener diversos patrones de disparo,
entre los cuales destacan el disparo regular adaptativo, disparo de bajo umbral, rafagas
intrinsecas, y uno de los mas distintivos es el disparo regular en rafaga (Rudy et al., 2011). Este
tipo de interneurona tiene la caracteristica de realizar sinapsis en las dendritas de las neuronas
piramidales (Chiu et al., 2013, 2018). Por ultimo, dentro de las interneuronas 5-HT3s existen varios
subgrupos con caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas diferentes entre si. Un subgrupo de
interneuronas 5-HTs son aquellas que expresan colecistoquinina (CCK); estas se caracterizan
por hacer sinapsis en el soma de la neurona piramidal y ser sensibles a endocannabinoides
(eCBs) (Neu et al., 2007; del Pino et al., 2017; Rudy et al., 2011; Savanthrapadian et al., 2014).
Otro subgrupo de interneuronas 5-HTs son aquellas que expresan péptido intestinal vasoactivo
(VIP); estas interneuronas son la principal fuente inhibicién sobre otras interneuronas (Batista-
Brito et al., 2017; Karnani et al., 2016). Esta diversidad de interneuronas permite que la
modulacién inhibitoria en la PFC pueda ocurrir por diversas vias de induccion y expresion de

plasticidad singptica (Ahumada et al., 2013; Kullmann et al., 2012; Wenner, 2011).
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Plasticidad sinaptica en la Corteza Prefrontal

Alteraciones en la fisiologia de la PFC pueden desencadenar trastornos y alteraciones
conductuales, similar a lo que ocurre en otras estructuras del SNC. En condiciones fisioldgicas,
el correcto balance entre la transmision excitatoria e inhibitoria depende de la comunicacién
neuronal; cuando esta es mediante sinapsis quimicas puede ser de tipo excitatoria o inhibitoria,
dependiendo si acercan (excitacidn) o alejan (inhibicién) el potencial de membrana de la célula al
umbral de disparo de un potencial de accion. En el sistema nervioso central (SNC) adulto, el
principal neurotransmisor excitatorio es glutamato y el inhibitorio es GABA (acido gamma-
aminobutirico), debido al tipo de conductancias que activan sus receptores (Buzséki, 1984,
Isaacson and Scanziani, 2011; Wenner, 2011). En la PFC, la transmision excitatoria
glutamatérgica es generada por las neuronas piramidales, mientras que la principal fuente de
sinapsis inhibitoria es generada por interneuronas liberadoras del neurotransmisor GABA (Harris
and Shepherd, 2015). El fendmeno de integracion entre sinapsis excitatorias e inhibitorias que
recibe una neurona determinard si esta puede o no disparar un potencial de accion (Stuart, 2012;
Stuart and Sakmann, 1995; Stuart and Spruston, 2015). Por lo tanto, el balance entre las entradas
sinapticas excitatorias e inhibitorias es fundamental para mantener la homeostasis en la PFC;
este balance es conocido como balance excitacion/inhibicién (E/lI) (Bean, 2007; Davis, 2006;
Davis and Goodman, 1998; Feldman, 2009; Froemke, 2015). La plasticidad sinaptica puede ser
un factor fundamental en mantener o cambiar el balance E/I a través de cambios en la eficacia
sindptica por factores presinépticos y/o postsinapticos (Abraham and Bear, 1996; Bonansco and
Fuenzalida, 2016; Neves et al., 2008). Los factores presinapticos se pueden dividir en tres
componentes: probabilidad de liberacion, nimero de sitios de liberacién de neurotransmisor y
cantidad de neurotransmisor liberado por vesicula (Augustine and Kasai, 2007; Del Castillo and
Katz, 1954; Katz, 1971). Dentro de los factores estudiados que regulan la eficacia presinaptica,
uno de los mas estudiados es el calcio, el cual es capaz de regular el acoplamiento y fusion

vesicular en el terminal presinaptico (Jackman et al., 2016; Kandel, 2012; Yang and Calakos,
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2013). Otra de las sefializaciones intracelulares implicada en la plasticidad a nivel presinaptico
ocurre via proteina quinasa A (PKA), la cual por fosforilacion de proteinas como RIM1a genera
cambios a largo plazo en la probabilidad de liberacién. PKA puede ser activada o inhibida por
diversas sefializaciones como la gama de receptores acoplados a proteina Gs o Gi (Chevaleyre
et al., 2007; Schneggenburger and Rosenmund, 2015; Yang and Calakos, 2013). A nivel
postsinaptico, la eficacia sinaptica depende del nUmero de receptores activados, la probabilidad
de apertura del canal y la corriente unitaria de cada receptor (Bear and Malenka, 1994; Manabe
etal., 1992). Se ha descrito una gran cantidad de cascadas bioquimicas implicadas en plasticidad
postsindptica, siendo la sefializacion por calcio y actividad de distintas proteinas quinasas las mas
estudiadas (Bear and Malenka, 1994; Fitzjohn and Collingridge, 2002; Hashimoto et al., 1996).
Estos mecanismos de plasticidad sinaptica se gatillan endégenamente por medio de
neuromoduladores, los que acttan principalmente mediante la activacién de dos grandes familias
de receptores ionotrépicos y metabotropicos. Los receptores inotrépicos son canales iénicos que
generalmente pasan de un estado cerrado a abierto por la unidon de un ligando (Ej.:
neurotransmisor) cuyo flujo de iones desencadena cambios en el potencial de membrana y/o
sefializacion intracelular que puede generar cambios en la eficacia sinaptica. Por otra parte, los
receptores metabotrépicos estan acoplados a proteina G, que dependiendo del tipo de proteina
G pueden activar distintas vias de sefializacion intracelular que modifican la fisiologia neuronal
(Celada et al., 2013; Swanson et al., 2005). Mediante estos mecanismos de sefializacion, destinos
neuromoduladores (por ejemplo: 5-HT, GABA, glutamato, endocannabinoides, acetilcolina,
dopamina, entre otros) en la PFC pueden cambiar la fisiologia de la transmisidn excitatoria e
inhibitoria a nivel de neuronas, sinapsis y circuitos. Sin embargo, el rol que ejercen estos
neuromoduladores en la transmision sinaptica inhibitoria y los mecanismos que subyacen estos

procesos han sido menos estudiados que en la transmision excitatoria en la PFC.
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La transmisién serotoninérgica

La 5-HT es un neurotransmisor altamente conservado en el reino animal y que en mamiferos
regula una gran serie de procesos fisiologicos, que van desde funciones vitales como la
termorregulacion, el suefio y el dolor, hasta procesos complejos como la memoria, aprendizaje y
funciones cognitivas superiores como la memoria de trabajo, ansiedad e imaginacion (Bardin,
2011; Ishiwata et al., 2004; Portas et al., 2000). No es sorprendente, por lo tanto, que disfunciones
en la transmision serotoninérgica han sido implicadas en alteraciones patolégicas (Albert et al.,
2014; Celada et al., 2013; Lesch and Waider, 2012; Puig and Gener, 2015). Muchas de las
funciones cognitivas superiores que involucran directamente la PFC son reguladas por la 5-HT
(Celada et al., 2001, 2013; Harris and Shepherd, 2015; Tovote et al., 2015). A nivel de circuitos
neuronales, la activacion de los receptores de 5-HT puede generar diversos cambios fisiol6gicos
en la PFC, incluyendo modificaciones en la excitabilidad de interneuronas y neuronas piramidales,
asi como una disminucién en las corrientes post sinapticas excitatorias e inhibitorias (Andrade,
1998; Andrade and Nicoll, 1987; Elliott et al., 2018; Zhong et al., 2008; Zhou and Hablitz, 1999).
Si bien la activacién de las fibras serotoninérgicas ocurre sobre sinapsis excitatorias e inhibidoras,
en la PFC, las fibras serotoninérgicas inervan principalmente a las interneuronas GABAérgicas,
lo que sugiere una mayor relevancia en la transmision inhibitoria (Hornung and Celio, 1992;
Smiley and Goldman-Rakic, 1996; Sun et al., 2019).

En el cerebro, la 5-HT ejerce su efecto activando a los 5HTR, la cual es liberadas desde las fibras
serotoninérgicas provenientes de los nicleos mediales y dorsales del Rafe ubicados en el tronco
cerebral, inervando distintas areas del cerebro como la PFC (Celada et al., 2013; Dembrow and
Johnston, 2014; Hayashi et al., 2015). A la fecha, se han descrito 14 tipos de receptores para 5-
HT dividiéndose en 7 familias: 5-HT1 (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1Eg, 5-HT1F), 5-HT2 (5-HT2a, 5-
HT2s, 5-HT2c), 5-HT3s, 5-HT4, 5- HTs (5-HTsa, 5-HTss), 5-HTs, y 5-HT7 (Barnes and Sharp, 1999;
Celada et al., 2013; Fink and Gothert, 2007; Naughton et al., 2000). Con la excepcion del receptor
5-HT3, que es de tipo ionotropico permeable a cationes como Na*/K*/Ca*?, todos los demas

receptores son metabotrépicos: las familias 5-HT1 y 5- HTs estan acopladas a proteina Gi/Go que
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inhibe la adenilato ciclasa; 5-HTa, 5-HTs, y 5-HT7 estan acoplados a proteina Gs que activa la
adenilato ciclasa; el 5-HT esta acoplado a proteina G¢/G11 la cual activa la fosfolipasa C (Figura
1) (Barnes and Neumaier, 2011; Barnes and Sharp, 1999). Aunque la distribucion relativa de cada
uno de los receptores para 5-HT es variable en las distintas zonas del cerebro, en la PFC los
receptores mas abundantes son los 5-HT1a, 5-HT2a y 5-HTs. Los receptores 5-HT1a y 5-HT2a se
expresan tanto en neuronas piramidales como interneuronas, mientras que 5-HTs se expresa
exclusivamente en interneuronas, entre las que se encuentran las VIP+ y CCK+ (Barnes and
Neumaier, 2011; Fink and Gothert, 2007). Sin embargo, en un mismo circuito cortical la expresién
de los receptores para 5-HT no es homogénea (Moreau et al., 2010). Por ejemplo, los receptores
5-HT1a y 5-HT2a estdn expresados de manera diferencial en neuronal piramidales, mientras los
5-HT1a se ubican mayoritariamente en el segmento inicial del axén y 5-HT2a se expresa en el
soma y dendrita de la célula piramidal (Cruz et al., 2004; Riad et al., 2000).

La fuerte relacion que existe entre la transmisién serotoninérgica y la fisiologia de procesos
cognitivos y patologias psiquiatricas, ha despertado en la Gltima década un gran interés en el
campo de la medicina (Lesch and Waider, 2012; Murphy and Lesch, 2008; Naughton et al., 2000).
En este sentido, gran parte de los farmacos utilizados en psiquiatria modifica la transmision
serotoninérgica, como antidepresivos, ansioliticos y antipsicoéticos (Blier and de Montigny, 1998;
Murphy and Lesch, 2008; Naughton et al., 2000; Stahl, 1998). Por otra parte, algunas drogas de
uso recreacional como la mescalina, éxtasis y LSD actldan alterando la transmision
serotoninérgica ya que son principalmente agonistas 5-HT1, 0 sustratos del transportador de 5-
HT (Béique et al., 2007). Por lo tanto, comprender en detalle el rol que posee la 5-HT a nivel
sinaptico podria ayudar a entender no solo su rol fisiolégico en el cerebro, sino que también

contribuir a dilucidar las bases de trastornos, enfermedades mentales y la adiccion.
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Figura 1. Receptores serotoninérgicos en el SNC.

Planteamiento del problema

Aunque se ha mostrado que la 5-HT puede cambiar el balance E/I en corteza cerebral, a la fecha,
los mecanismos moleculares, sinapticos y circuitales que involucran la activacién de las vias
serotoninérgicas son poco conocidas. Dichos mecanismos pudiesen estar en la base de la
etiopatogenia de trastornos conductuales en pacientes que sufren alguna enfermedad mental
(Celada et al., 2001; Lesch and Waider, 2012; Moreau et al., 2010, 2013). En la PFC las
aferencias sinapticas subcorticales van a las neuronas piramidales de L5, mientras que la mayoria
de las sinapsis cortico-corticales se establecen en las neuronas piramidales de L2/3, donde
funcionalmente se procesa la informaciéon proveniente de otras cortezas (Harris and Shepherd,
2015; Larkum et al., 1999; Zaitsev et al., 2012). Las neuronas de L2/3 ademas de proyectar y
recibir sinapsis corticales, reciben directamente aferencias sinapticas serotoninérgicas del rafe,
las que pueden modular procesos cognitivos dependientes de la PFC (Celada et al., 2013; Martin-
Ruiz et al., 2001). Por parte de los subtipos de interneuronas, su distribucién y abundancia es
diferente en cada capa de la PFC, por lo que estas pudiesen responder de manera diferenciada
a los distintos neuromoduladores (Gupta et al., 2000; Perin et al., 2011; Rudy et al., 2011).

El estudio detallado acerca de como la 5-HT es capaz de modular la transmisién sinaptica
inhibitoria en PFC pudiera ser clave para comprender los mecanismos que subyacen al balance

E/l, y asi dilucidar los mecanismos celulares, neuronales y sinapticos necesarios para aportar al
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conocimiento de las bases neurofisioldgicas del funcionamiento de la PFC en condiciones
normales y patoldgicas. Al respecto, se ha descrito que la activacion sostenida de 5-HTr puede
generar plasticidad sinaptica excitatoria en PFC (Barre et al., 2016; Berthoux et al., 2019). En
consecuencia, en esta tesis se busca determinar si la activacion de los 5-HTr es capaz de modular
la eficacia sinaptica GABAérgica en la PFC, abarcando tanto mecanismos de plasticidad como

de especificidad de los circuitos sinapticos.
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Hipotesis
“La eficacia sinaptica GABAérgica es deprimida por la activacion de receptores serotoninérgicos

enla PFC”.

Objetivo general
Determinar si la activacion de receptores para 5-HT induce depresion sinaptica GABAérgica en

neuronas piramidales de la PFC.

Objetivos Especificos:
1) Determinar si la activacion de receptores serotoninérgicos modifica la eficacia de la
transmision GABAérgica en la PFC.
2) Determinar los subtipos de receptores serotoninérgicos implicados en la plasticidad de
fiboras GABAérgicas provenientes de L2/3.
3) Determinar los subtipos de receptores serotoninérgicos implicados en la plasticidad de

fibras GABAérgicas provenientes de L5.
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METODOLOGIA

Para determinar el papel de 5-HT sobre la trasmision inhibitoria en la PFC, durante esta tesis se
utilizé una combinacion de herramientas electrofisiolégicas, de optogenética y farmacoldgicas,

utilizando como modelo rebanadas de PFC de ratén.

Animales

Se utilizaron ratones machos y hembras de la cepa C57BL/6J de 30 a 60 dias postnatal. Los
animales fueron decapitados y su cerebro expuesto por craneotomia; el encéfalo fue extraido
rapidamente (<1min) y sumergido en liquido cefalorraquideo artificial (LCA) a una temperatura
inferior a 4°C. La composicién del LCA en mM fue de: 124.00 NacCl, 2.69 KClI, 1.25 KH2PO4, 2.00

Mg2S04, 26.00 NaHCOs3, 2.00 CaClz y 10.00 Glucosa.

Una vez extraido el encéfalo, se le realizé un corte posterior y se fij6 en el plano coronal-caudal
a una camara de corte con pegamento de cianocrilato, sumergido en el mismo LCA a 4°C, el cual
se burbujeo constantemente con carbégeno (95 % O2 — 5 % CO2). En estas condiciones, se
procedid a obtener cortes transversales de PFC con un espesor de 300 ym mediante un
vibratomo motorizado (Campden instruments, model MA752). Las rebanadas fueron traspasadas
a una cdmara de incubacion y mantenidas entre 60 a 90 minutos en LCA a temperatura ambiente
(23-25°C) con un pH estable (7.4) y burbujeado con carbégeno (95% 02-5% CO2), favoreciendo
de esta manera la estabilizacion del metabolismo del tejido. Una vez incubadas, las rebanadas
se transfirieron a una camara de registro adaptada con un microscopio (NIKON, modelo Eclipse
FN1). El sistema se encuentra sobre una mesa antivibratoria para permitir la obtencién de

registros estables a largo plazo, impidiendo la transmisién de vibraciones ambientales a la
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preparacién. La transmision de artefactos eléctricos externos al registro es evitada con la
disposicion del sistema de registro al interior de una jaula de Faraday. Las rebanadas se
perfundieron con LCA a temperatura ambiente, con un flujo ~ 1 ml/min, de forma que el recambio

completo de LCA en la camara de registro ocurre aproximadamente cada 5 minutos.

Para los registros, se utilizé un LCA con composicién idnica idéntica a la que se utilizé durante la
incubaciéon, mas la adicién de los siguientes farmacos: APV (50uM) y CNQX (40uM), para
bloguear los receptores inotropicos de glutamato AMPA y NMDA, respectivamente, y asi aislar
farmacoldgicamente la transmision inhibitoria. Por otra parte, la composicion (en mM) de las

soluciones intracelulares que se utilizaron en la pipeta de registro fueron:

1) Gluc Cs: 100 Cs-Gluconato, 10 HEPES, 10 EGTA, 4 Naz-ATP, 10 TEA-ClI and 1
MgC226H20.

2) GDPBS: 100 Cs-Gluconato, 10 HEPES, 10 EGTA, 4 Na-ATP, 10 TEA-Cl and 1
MgC226H:0, 2 GDP@S.

3) MeS04: 135 KMeSO., 10 KCI, 10 HEPES-K, NaCl, 5 (Mg)-ATP y 0.4 (Na)-GTP

Con pH ajustado a 7.3 con CsOH o KOH y osmolaridad entre 280-290 mOsm.

Registros electrofisioldgicos

Los registros electrofisiolégicos se obtuvieron mediante la técnica de patch-clamp en su
configuracién de célula entera. En la modalidad de fijacion de voltaje se registraron las corrientes

postsinapticas inhibitorias (IPSCs).

Registros de Patch-clamp

Se utilizo la técnica de Patch-Clamp, en la cual se identifica la célula piramidal por la forma
piramidal y prominente dendrita apical en la L2/3 bajo la observacion en microscopio. Las pipetas

de registros utilizadas consistieron de un alambre de plata clorurada (Ag/AgCl) incluido en una
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micropipeta de vidrio/borosilicato (diametro externo-interno: 1.5-0.84mm) con capilar interno. Las
pipetas se fabricaron con un estirador de pipetas (Sutter Instrument Co., P-97) y rellenadas con
la solucién intracelular (ver soluciones de registro). La resistencia de las pipetas fue en un rango
de 4-6 MQ. Los electrodos en la pipeta de registro fueron conectados a un amplificador EPC-7

(HEKA Instruments) o PC-ONE (DAGAN Corporation).

En fijacién de voltaje o corriente, las neuronas fueron aceptadas sélo cuando la resistencia del
sello era menor a 1GQ vy la resistencia de acceso no cambie mas de un 20% durante el
experimento. Los registros en fijacion de voltaje fueron filtrados a 3 KHz y muestreados entre 5y
10 KHz, a través de un conversor anélogo-digital (ITC-16; Intrutech) y guardados con el software
Pulse FIT (Heka Instruments); o muestreados a 20 KHz, a través de un conversor analogo-digital
(Digidata 14402, Molecular Devices, Chicago, IL. USA) y guardados con el software Clampex 10.4
(Molecular Devices, Chicago, IL. USA). Como electrodo de referencia, se utilizé un electrodo

epoxy relleno de KCI y con una resistencia de 2.7 KQ (World Precision Instruments, Inc.).

El montaje experimental consistié en el registro en fijacion de voltaje de células piramidales L2/3
en mPFC, en donde se registraron corrientes postsinapticas inhibitorias evocadas (elPSC) por
estimulacién de las fibras GABAérgicas por una pipeta septada con LCA con un &nodo y catodo
en cada compartimento de la pipeta. Se utilizaron 2 de estos sistemas de estimulacion por pipeta
septada, uno ubicado en L2/3 (Figura 1A) y en paralelo una pipeta septada ubicado en L5 (Figura
10A), para registrar las elPSC provenientes de dos capas diferentes en PFC. Para los registros
en fijaciébn de corriente, se registraron los potenciales post sindpticos espontdneos (sPSP) al

potencial de membrana de la célula en LCA.

Protocolo de pulsos pareados

Este protocolo consiste en estimular mediante 2 pulsos eléctricos, separados por 100ms, en las
interneuronas GABAGérgicas registrando a 0 mV, potencial de reversion para la sinapsis

excitatoria, ademas del bloqueo de los receptores ionotrépicos de glutamato con APV y CNQX
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para registrar la transmision inhibitoria. Las sinapsis GABAérgicas tienen una alta probabilidad de
liberacion presentan un fenémeno denominado depresién por pulsos pareados, donde la segunda
respuesta es de menor amplitud que la primera. Con el fin de estudiar si los cambios en la
amplitud de las IPSCs son de origen pre o postsinapticos se calculé la razén de pulsos pareados
(PPR) mediante la siguiente formula: PPR = R2/R1, donde R1 y R2 son los picos de amplitud de
la primera y segunda corriente, respectivamente (Debanne et al., 1996; Zucker and Regehr,

2002).
Coeficiente de variacion

Este es otro método complementario, para estimar si la plasticidad sinaptica se expresa a nivel
pre o postsinaptico, es el coeficiente de variacién libre de ruido (CVyz) de las elPSC el que se

calcula respecto a la condicién basal mediante la férmula:

CVyp = ’alzpsc — 0Ryigo/Mm

Donde 93, es la desviacion estandar entre los picos de R1, 33,4, €s la desviacion estandar de
la linea base y m es el promedio de las amplitudes maximas de las elPSC. Una vez calculado el
CVyr, S€ obtiene la razén entre CVyr de la situacion basal y el CVy después de inducir plasticidad
(CVR) para cada una de las células que se registraran. Si el CVR es diferente de 1, indica que
los cambios en la eficacia sinaptica mediados presinapticos, y si son iguales (o similares) a 1
significa que el fendmeno se expresa a nivel postsinaptico. Para la construccion de la gréafica
utilizaremos los cambios en la variacién de las amplitudes de las respuestas (expresado como
1/CV?3) gque se obtendra de las células registradas después inducir plasticidad, y normalizadas a
sus respectivas lineas bases. El valor de 1/CV? se graficé en funcién de las amplitudes de las
elPSC normalizadas con los respectivos controles (M). Si los valores de esta gréfica siguen una
linea diagonal sobre o bajo 1, significa que el efecto sobre la eficacia sinaptica (potenciacién o

depresion, respectivamente) se expresa a nivel presinaptico. Esta correlacion lineal se calcula
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mediante el “Coeficiente de correlacion de Pearson” (r). Para conocer si la regresion lineal es
significativa se realizé una prueba ANOVA, cuyos valores (p) menores a 0.05 fueron considerados
como significativos. Este método requiere que las elPSC presenten una distribucion binomial, de
esta forma la varianza sinaptica refleja la probabilidad de liberacion de neurotransmisor (varianza

cuantal) (Bekkers y Stevens 1990; Malinow y Tsien,1990; de Sevilla et al., 2002).

Corrientes inhibitorias independiente de potenciales de acciéon (mIPSC)

Para determinar si un fenémeno es independiente de cambios en la excitabilidad neuronal o
disparo de potenciales de accion, se registraron las corrientes inhibitorias independientes de
potenciales de accion utilizando tetrodoxina en el bafio (TTX, 500nM), un blogueador de los
canales de Na* voltaje-dependientes, para evitar la interferencia de los potenciales de accién. En
estas condiciones, se registraron corrientes postsinapticas inhibitorias independientes de
actividad neuronal e insensibles a TTX, denominadas IPSCs en miniatura o “mini” IPSCs
(mIPSCs). Cambios en la frecuencia de las mIPSC sugieren que un fendbmeno es expresado
presinapticamente, ya sea como una modificacion en la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor y/o un aumento en el nimero de sitios de liberacidn del neurotransmisor, es decir
a nivel presinaptico. Por otra parte, cambia la amplitud de las mIPSC se sugiere que el fenédmeno
es expresado a nivel postsinaptico, ya sea por cambios en el nimero y/o en la conductancia de

los receptores.

Farmacologia

Farmacologia aplicada en perfusion en LCA: APV 50 uM (Antagonista de receptores NMDA);
CNQX 40 uM (Antagonista de receptores AMPA y kainato); AM251 20 uM (Agonista inverso de
receptores CB1); 5-HT 50 uM (Agonista enddgeno de 5-HTRr); CGP 5 pM (Antagonista de
receptores GABAg); H89 10 uM (Inhibidor de la proteina quinasa A); WIN 5 yM (Agonista de
receptores CB1); DAMGO 1 uM (Agonista de receptores p opioide); Tetrodotoxina [TTX] 500 nM

(Bloqueador de canales de Na* dependientes de voltaje); WAY100635 1 uM (Antagonista silente
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de receptores 5-HT14); MDL100907 200 nM (Antagonista de receptores 5-HT2a); MDL72222 1 uM

(Antagonista de receptores 5-HT3)

Farmacologia aplicada como bolo en la camara de registro: 5-HT 50 uM (Agonista endégeno de
5-HTR); 8-Hydroxy-DPAT hydrobromide [8-OH-DPAT] 10 uM (Agonista de receptores 5-HT1a);
TCB-2 10 pM (Agonista de receptores 5-HT2a); 1-Phenylbiguanide [PBG] 1 pM (Agonista de

receptores 5-HT3).

Optogenética

Se utilizaron ratones de la linea B6;129P2-Pvalb™mice)Abr/J que expresan selectivamente Cre
recombinasa en neuronas PV+. Para la insercion especifica de la rodopsina ChR2 en los estudios
optofisiol6gicos se utilizé un virus adeno asociado (AAV) que contiene el vector loxP-flanqueado
(floxed) abierto doble invertido (DIO) el cual codifica un marco de lectura para ChrimsonR-tdT
(AAV5-hSyn-FLEX-ChrimsonR-tdT). En presencia de Cre recombinasa, el casete ChrimsonR-tdT
es invertido, expresando ChrimsonR y la proteina fluorescente tdT. De esta forma, las neuronas
que expresen Cre podran estimularse optofisiol6gicamente y podran ser identificadas mediante

microscopia de fluorescencia.

Los ratones (30 dias post natal) fueron sujetos a cirugia esterotactica, anestesiados con ketamina
(1.1 mg/kg), y se inyectdé 1 yL de solucién viral (AAV5-hSyn-FLEX-ChrimsonR-tdT, 2x102
particulas virales/ ml) aplicada con una pipeta de vidrio en PFC prelimbica (PL) a 0.1 yL/min. Las
coordenadas de la inyeccion en PFC fueron de: AP -2 mm, ML 0.2 mm, DV -1.5 mm (respecto
a la duramadre). La obtencién de rebanadas fue entre 1 y 3 semanas post-inyeccion para los
estudios optofisiol6gicos y electrofisioldgicos. Para estimular selectivamente las interneuronas
PV+, se ilumind la rebanada de mPFC por fibra 6ptica (apertura numérica (NA) = 0.22) conectada
por diodo a un led de 473-nm (Maximum, 10 mW; ThorLab). Los pulsos del laser fueron de 1 ms

para generar elPSC (Kodandaramaiah et al., 2012; Taniguchi et al., 2011).
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Andlisis

El analisis de los registros se realizé con el programa Clampfit perteneciente al conjunto de
programas pCLAMP 10.7 (Molecular Device, Chicago, IL. USA). Para el analisis estadistico y la
representacion de las gréficas se utilizo el software computacional Origin (versién 9.0, Origin Lab
Corp, MA, USA). Se realizé una prueba de normalidad a los datos mediante el uso de la prueba
de Shapiro—Wilk; el andlisis estadistico fue la prueba t (t-student) de dos colas, considerandose

como diferencias estadisticamente significativas los resultados con P<0.05.

Numero de animales y Bioética

El nimero de experimentos (n) fue de 144 y se utilizaron 74 animales.

Para todos los procedimientos en que se utilizaron animales se siguié la guia de “Animal care
standards outlined in the National Institute of Health (USA)” y los protocolos fueron aprobados por
el comité de bioética de la Universidad de Valparaiso. Se realizaron esfuerzos por utilizar el menor

namero de animales y minimizar el sufrimiento.
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RESULTADOS

Como aproximacion inicial, debido a la diversidad de interneuronas GABAérgicas y 5-HTr en la
PFC vy su distribucion especifica, monitoreamos el potencial de membrana de una neurona
piramidal de L2/3 durante la perfusién de 5-HT (50 uM). En estas condiciones, observamos que
5-HT gener6 una hiperpolarizacién del potencial de membrana (de -70mV a -73mV) (Figura 2A).
En otro set de experimentos, pero ahora en fijacion de voltaje (-70mV), observamos que la
corriente de mantencién (holding) cambié en 30 pA (Figura 2B). Nuestros experimentos indican
que la 5-HT activa conductancias de potasio que cambian el potencial de membrana neuronal,
de manera analoga a lo demostrado anteriormente (Araneda and Andrade, 1991; Elliott et al.,
2018; Villalobos et al., 2005). Por lo tanto, en este trabajo nos enfocamos en entender los
mecanismos sinapticos que gatilla la 5-HT en la transmision GABAérgica. Para ello, realizamos
registros electrofisiolégicos en neuronas piramidales de L2/3 y monitoreamos las elPSC
provenientes de dos zonas de la PFC de manera conjunta, para asi evaluar el efecto de la 5-HT
sobre dichas entradas sinapticas. Por una parte, registramos las elPSC provenientes de L2/3,
misma capa en la que registramos la neurona piramidal. En paralelo, registramos las elPSC
provenientes de L5 que hacen sinapsis sobre la neurona piramidal de L2/3. De esta forma,
pudimos registrar el efecto que generala 5-HT sobre dos entradas sinapticas de manera conjunta.
En esta primera parte de presentacion de resultados abordaremos en detalle el efecto que tiene
la 5-HT sobre la transmision GABAérgica proveniente de L2/3 en la PFC, mientras que en la

segunda parte abordaremos su efecto sobre la transmision GABAérgica proveniente de L5.
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Figura 2. 5-HT activa conductancias de potasio en neuronas piramidales de L2/3. A, se
muestra un trazo representativo potenciales postsindpticos espontaneos (sPSP) durante la
aplicacion de 5-HT. B, se muestran las corrientes de mantencién (holding) de potencial a -
70mV durante la perfusion de 5-HT (50 uM) y posterior lavado.

La 5-HT en la transmision sinaptica inhibitoria proveniente de L2/3

Con el fin de evaluar si la activacion de 5-HTr genera plasticidad sinaptica inhibitoria en la PFC,
se registraron elPSC en las neuronas piramidales de L2/3, estimulando las fibras inhibitorias bajo
el blogueo de la transmision ionotrépica glutamatérgica por APV (50 uM) y CNQX (40 uM) (Figura
3A). Luego de obtener un registro basal de 10 minutos de las elPSC, se agreg6 5-HT (50 uM), la
que generd una depresién a largo plazo de las elPSC (iLTD) [64.4% + 5.14, p = 0.002, n = 11]
(Figura 3B), la cual estuvo acompafiada por cambios con una correlacion lineal en el coeficiente
de variacién (CV) de las respuestas sinapticas [r = 0.732, p = 0.007, n = 11], sugiriendo que 5-HT
induce una iLTD de origen presinaptica. Adicionalmente, observamos que esta iLTD presenté un
aumento significativo en la razén de pulsos pareados [de 0.64 + 0.061 a 0.84 + 0.044, p = 0.029,
n =10], lo que nos sugiere, en conjunto con el CV, que dicha iLTD es producto de una disminucién

en la probabilidad de liberacién de GABA (Figura 3C).

28



Figura 3. 5-HT induce una iLTD sobre fibras GABAérgicas de L2/3. A (arriba), fotografia
con objetivo 10X del arreglo experimental, se muestra la posicién los electrodos de
estimulacién (izquierda) y registro (derecha). A (abajo), fotografia con objetivo 40X de una
neurona piramidal de L2/3. B (arriba), trazos representativos de las elPSC antes (izquierda) y
25 minutes después de aplicar 5-HT (derecha). B (abajo), se muestra el curso temporal de los
cambios en amplitud de las elPSC por aplicacion de 5-HT. C (izquierda), Grafico de 1/CV? en
funcién de las amplitudes de las elPSC luego de aplicacion de 5-HT normalizadas con su linea
base (M) (ver materiales y métodos). C (derecha), razén de pulsos pareados antes y de

después de aplicar 5-HT. * (p>0.05).

5-HT induce una iLTD sobre los terminales presinapticos de interneuronas CB1+

Considerando la gran variedad de interneuronas en PFC, realizamos inicialmente una diseccion
farmacoldgica para separar dos grupos de interneuronas. El primer grupo que se aislo
farmacoldgicamente fueron las interneuronas CB1+, las cuales son sensibles la sefalizacion del
sistema de endocannabinoides (eCBs). Se activo exégenamente el receptor CB1 (CB1r) de estas

interneuronas mediante el agonista especifico WIN (5 pM) perfundido en el bafio. Bajo esta
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Figura 4. La iLTD por 5-HT ocurre sobre entradas sinapticas CB1+. A y B se utilizé un
agonista CB1r (WIN) perfundido en el bafio. A (arriba), se muestran los trazos representativos
de elPSC antes (izquierda) y 25 minutes después de aplicar 5-HT (derecha). A (abajo), se
muestra el curso temporal de los cambios en amplitud de las elPSC por aplicaciéon de 5-HT.
B (izquierda), Grafico de 1/CV? en funcidn de las amplitudes de las elPSC luego de aplicacion
de 5-HT normalizadas con su linea base (M). C (derecha), razén de pulsos pareados antes y

de después de aplicar 5-HT. C y D se utiliza un agonista de receptores p opioide (DAMGO)
perfundido en el bafio. * (p>0.05).

condicidn la liberacion de GABA proveniente de terminales sinapticos que expresan CB1r sera
suprimida (Chevaleyre and Castillo, 2004; Chiu et al., 2010). En presencia de WIN, 5-HT fue
incapaz de generar iLTD [101.75% + 8.48, p = 0.44, n = 7] (Figura 4A). Ademas, no se observaron
cambios en la PPR [de 0.74 + 0.097 a 0.80 + 0.085, p = 0.24, n = 7], ni una correlacion en el CV
[r=0.45, p = 0.305, n = 8] (Figura 4B). La segunda aproximacion farmacoldgica estuvo enfocada
en estudiar las interneuronas que expresan el receptor p opioide. Estudios funcionales y de
inmunomarcaje sugieren que las interneuronas que expresan el receptor u no expresan CB1r

(Glickfeld et al., 2008; Nugent et al., 2007). De esta manera, activando los receptores p opioide,
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podemos disminuir la liberacion de GABA proveniente especificamente de interneuronas que
expresan dicho receptor, y que segun estudios previos corresponden a las interneuronas PV+ en
la PFC (Glickfeld et al., 2008; Nugent et al., 2007). Asi, utilizando el agonista del receptor p opioide
DAMGO (1 pM) durante el experimento, observamos que la contribucion de las fibras
GABAérgicas U+ es muy escasa en comparacion con las CB1+, ya que la aplicacién de 5-HT
generé una robusta iLTD [75.67% + 7.53, p = 0.041, n = 13] (Figura 4C). Por lo tanto, la iLTD por
5-HT parece ser exclusivamente debido al efecto en la probabilidad de liberacién de las
interneuronas CB1+, ya que la aplicaciéon de 5-HT en una condicion en que se suprime la
liberacién de GABA de las interneuronas p+ por DAMGO se observan cambios en la PPR [de
0.62 £ 0.047 a 0.78 £ 0.043, p = 0.0026, n = 12] y una correlacion en el CV [r = 0.71, p = 0.01, n
= 12] (Figura 4D). Un grupo mayoritario que expresa el receptor u opioide, son las interneuronas
PV+ (Glickfeld et al., 2008; Nugent et al., 2007). Por lo tanto, para descartar la participacién de
interneuronas PV+ en la iLTD por 5-HT, realizamos experimentos de optogenética, estimulando
especificamente las interneuronas PV que expresan CHR2 mediante un led de luz azul. Con esta
técnica, se registraron las elPSC causadas por la liberacibn GABA exclusivamente de las
interneuronas PV (elPSCev). Al aplicar 5-HT al bafio, las elPSCev no disminuyeron su amplitud,
por lo que no se observo la iLTD [94.5% + 13.9, p = 0.91, n = 2] (Figura 5). Eso nos indica que la
iLTD que induce 5-HT en L2/3 parece expresarse exclusivamente en interneuronas CB1+ y no

en interneuronas PV+.

LaiLTD requiere la activacién simultanea de 5-HT2a y 5-HT3

Una gran diversidad de 5-HTr estdn expresados en PFC, los que podrian mediar la iLTD
observada en L2/3. Al respecto los tres 5-HTr mas expresados en la PFC son los receptores 5-
HTia, 5-HT2a y 5-HTs (Aznar et al., 2003; Celada et al., 2013; Jakab and Goldman-Rakic, 2000;
Puig and Gulledge, 2011; Riad et al., 2000), los cuales podrian modular mediante distintos
mecanismos la transmision sinaptica inhibitoria ya que estan expresados tanto en interneuronas

GABAérgicas y neuronas piramidales en la PFC. Por lo tanto, se utiliz6 farmacologia especifica
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Figura 5. 5-HT no modifica la eficacia sinaptica de los terminales GABAérgicos de
interneuronas PV+. A (arriba), Patron de disparo de potenciales de accién una interneurona
PV+. A (abajo), patron de disparo de potenciales de accion de una neurona piramidal de L2/3.
B, rebanada de PFC de un ratén PV-Cre 3 semanas después de inyectar AAV5-hSyn-FLEX-
ChrimsonR-tdT. En fluorescencia se observan las interneuronas PV+. C (arriba), se muestran
los trazos representativos de corrientes postsinapticas evocadas optofisiolégicamente de
interneuronas PV+ (elPSCpv) antes y después de la aplicacién de 5-HT. C (abajo), se muestra

el curso temporal de los cambios en amplitud de las elPSCpv por aplicacion de 5-HT.

para cada uno de estos receptores para asi evaluar su contribucion particular en la iLTD. El
receptor 5-HT14, al estar acoplado a proteina Giy expresado en terminales GABAérgicos, podria
disminuir la probabilidad de liberacién de GABA por la sefializacion via disminucién de cAMP
(Azmitia et al., 1996; Aznar et al., 2003). Por lo tanto, para determinar su contribucién, se utilizé
el antagonista especifico WAY100635 (5 uM) en el bafio; en esta condicién farmacoldgica la
aplicacién de 5-HT si generé la iLTD [86.8% + 8.35, p = 0.023, n = 5] (Figura 6A). Por otra parte,

para activar selectivamente el receptor 5-HT1a, se aplicé el agonista especifico 8-OH-DPAT (10
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UM) directamente en la camara de registro; y observamos que la amplitud de las elPSC no
disminuy6 luego de la aplicacion [100.3% * 12.95, p = 0.91, n = 5] (Figura 6A). Por lo tanto, la
activacion de 5-HTia parece no estar involucrado en el mecanismo de iLTD inducido por 5-HT.
Por otra parte, evaluamos si el receptor 5-HT2a tiene participacion en la induccion de la iLTD, ya
gue al estar acoplado a proteina Gs, puede generar sefializacion por calcio y asi modificar la
eficacia sinaptica (Fink and Gothert, 2007; Parrish and Nichols, 2006). Para evaluar el posible rol
de 5-HT2a en laiLTD, se utilizé el antagonista especifico para 5-HT2a MDL100907 (200 nM) en el

bafio. En esta condicion farmacolégica, la aplicacion de 5-HT no indujo iLTD [114.0% + 15.12, p
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Figura 6. La activacion de los receptores 5-HT2a y 5-HT3 son necesarios en la induccion de
laiLTD. A (izquierda), se muestran trazos representativos y el curso temporal de las elPSC por
aplicacion de 5-HT utilizando un antagonista de 5-HT1a (WAY100635) perfundido en el bafio. A
(medio), se muestran trazos representativos y el curso temporal de las elPSC por aplicacién de
un agonista de 5-HT1a (8-OH-DPAT). A (derecha), grafico de barra que muestra en porcentaje los
cambios de las elPSC a 20 minutos de la aplicacion de 5-HT bajo WAY100635 y 8-OH-DPAT
respectivamente. B (izquierda), se muestran trazos representativos y el curso temporal de las
elPSC por aplicacion de 5-HT utilizando un antagonista de 5-HT2a (MDL100907) perfundido en el
bafio. B (medio), se muestran trazos representativos y el curso temporal de las elPSC por
aplicacion de un agonista de 5-HT2a (TCB-2). B (derecha), grafico de barra que muestra en
porcentaje los cambios de las elPSC a 20 minutos de la aplicacion de 5-HT bajo MDL100907 y
TCB-2 respectivamente. C (izquierda), se muestran trazos representativos y el curso temporal de
las elPSC por aplicacion de la 5-HT utilizando un antagonista de 5-HTz (MDL72222) perfundido
en el bafo. B (medio), se muestran trazos representativos y el curso temporal de las elPSC por
aplicacion de un agonista de 5-HTs (PGB). B (derecha), grafico de barra que muestra en
porcentaje los cambios de las elPSC a 20 minutos de la aplicacién de la 5-HT bajo MDL72222 y
PGB respectivamente. * (p>0.05).

= 0.56, n = 6] (Figura 6B). Este resultado nos sugiere que el receptor 5-HT2a se requiere en la
induccion de la iLTD. Para evaluar si la iLTD puede ser inducida Unicamente por la activacion de
5-HT2a, se utilizé el agonista especifico TCB-2 (10 uM), el cual no genero cambios en la amplitud
de las elPSC [102.1% + 7.99, p = 0.63, n = 9] (Figura 6B). Por lo tanto, activar el receptor 5-HT2a
de manera de forma aislada mediante farmacologia especifica no logra inducir la iLTD.
Colectivamente, estos resultados indican que la activacion del receptor 5-HT2a parece ser
necesaria, pero no suficiente, para inducir la iLTD. El tercer 5-HTr mas abundante en PFC es el
5-HTs3, el cual se expresa especificamente en interneuronas, incluyendo las interneuronas CB1+.
Por lo que evaluamos si la activacion de los receptores 5-HTs contribuye a la iLTD en PFC.
Realizamos el bloqueo del receptor 5-HT3 utilizando el antagonista especifico MD72222 (1 uM)
en el bafio. En esta condicion, la aplicacién de 5-HT no indujo iLTD [95.3% + 7.90, p = 0.76, n =
4] (Figura 6C). Ademas, se evaluo el efecto de la activacion selectiva de 5-HTs con el agonista
especifico PBG (20 uM), no observandose cambios significativos en la amplitud de las elPSC

[105.0% + 16.10, p = 0. 99, n = 4] (Figura 6C). Por lo tanto, activar Unicamente el receptor 5-HTs
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parece ser no suficiente para inducir la iLTD. Estos resultados nos sugieren que para generar la
iLTD deben ser activados conjuntamente los receptores 5-HTz2a y 5-HTz. Para demostrar esto, se
agregd simultaneamente TCB-2 y PBG, observandose una disminucion significativa en la
amplitud de las elPSC [62.8% * 8.52, p = 0.029, n = 5] (Figura 7A), una tendencia en el CV [r =
0.59, p = 0.41, n = 4] (Figura 7B) y un aumento significativo en la PPR [de 0.57 £ 0.039 a 0.71 +
0.063, p = 0.030, n = 5] (Figura 7C). Por lo tanto, la activacién simultanea de los receptores 5-

HT2ay 5-HTz es requerida para la induccién de iLTD por 5-HT.

5-HT2a genera la activacion de CB1gr del terminal presinaptico

Si bien el receptor 5-HTs est& descrito como especifico de interneuronas, el receptor 5-HT2a
responsable de la iLTD podria activarse tanto en el terminal presinaptico GABAérgico como en la
neurona piramidal postsinaptica (Barnes and Neumaier, 2011; Barnes and Sharp, 1999; Fink and
Gothert, 2007). Por ello, para conocer la ubicacion sinaptica de los 5-HTr que inducen la iLTD,

se bloqued rio abajo la cascada de receptores metabotrépicos postsingpticos utilizando un
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Figura 7. La activacién simultanea de 5-HT.a y 5-HTs inducen la iLTD. A (arriba), trazos
representativos de las elPSC antes (izquierda) y 25 minutes después de aplicar
simultaneamente TCB-2 y PGB (derecha). A (abajo), se muestra el curso temporal de los
cambios en amplitud de las elPSC por aplicacién simultanea de TCB-2 y PGB. B, Gréfico de
1/CV? en funcidn de las amplitudes de las elPSC luego de aplicaciéon simultanea de TCB-2 y
PGB normalizadas con su linea base (M) (ver materiales y métodos). C, razén de pulsos

pareados antes y de después de aplicar simultdneamente TCB-2 y PGB. * (p>0.05).
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analogo no fosforilable de GDP (GDPBS 2 mM) en la solucién intracelular. De esta manera, el
bloqueo de las proteinas G de la neurona postsinaptica inhibira el posible efecto del receptor 5-
HT2a postsinaptico. Utilizando GDPS en la pipeta de registro, observamos que la aplicacion de
5-HT generd una disminucién significativa en la amplitud de las elPSC [84.3% + 5.71, p = 0.029,
n = 9] (Figura 8A) y una correlaciéon en el CV [r = 0.76, p = 0.017, n = 9] (Figura 8B). De esta
forma, nuestros resultados sugieren no se requiere la activacién postsinaptica del receptor 5-HT2a

para inducir la iLTD. Por lo tanto, para lograr inducir la iLTD se necesitaria la activacion de 5-HTz
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Figura 8. Los 5-HTg presinapticos inducen iLTD via disminuciéon de AC/cAMP/PKA por
activacion de CB1lg. A y B se utiliza un GDP no hidrolizable (GDPBS) en la solucién
intracelular. A (arriba), se muestran los trazos representativos de elPSC antes (izquierda) y 25
minutes después de aplicar 5-HT (derecha). A (abajo), se muestra el curso temporal de los
cambios en amplitud de las elPSC por aplicacion de 5-HT. B (izquierda), Grafico de 1/CV2 en
funcion de las amplitudes de las elPSC luego de aplicacion de 5-HT normalizadas con su linea
base (M). B (derecha), razon de pulsos pareados antes y de después de aplicar 5-HT. C, curso
temporal de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo un agonista inverso de CB1r (AM251) en el
bafio. D, curso temporal de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo un blogueador de la PKA
(H89) en el bafio. * (p>0.05).
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y 5-HT2a de células diferentes a la neurona piramidal postsinaptica. En este sentido, nuestros
resultados indican que la 5-HT induce iLTD en sinapsis GABAérgicas CB1+. Se ha demostrado
gue la activacion de receptores 5-HT2a puede generar depresion sinaptica a través de la
sefializacion de eCBs (Best and Regehr, 2008; Parrish and Nichols, 2006). Ademas, la
sefializacion de eCBs puede modular fuertemente la transmision GABAérgica y en que la iLTD
por 5-HT ocurre especificamente en interneuronas que expresan CB1r (Chevaleyre and Castillo,
2004; Chiu et al., 2010). Por lo tanto, se evalué la posible contribucién de CB1r en la iLTD por 5-
HT. Para ello, se utilizé el agonista inverso de CB1r AM251 (20 uM) en el bafio. En esta condicion,
la 5-HT no modificé la amplitud de las elPSC [118.0% + 19.60, p = 0.70, n = 4] (Figura 8C),
indicando que la sefalizacion por eCBs es necesaria para inducir la iLTD por 5-HT. Lo que nos
indica que la iLTD por 5-HT no solo ocurre en sinapsis sensibles a la sefializacion por eCBs, sino
que también la 5-HT activa la via de sefalizacion de eCBs como parte del mecanismo de

induccién de esta forma de iLTD.
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Figura 9. La induccion de la iLTD requiere de actividad presinéptica dependiente de
potenciales de accion. mIPSC no cambian en amplitud ni frecuencia por 5-HT. A, se muestran
los trazos representativos de las mIPSC antes (arriba) y 25 minutes después de aplicar 5-HT
(abajo). B (afuera), grafico de probabilidad acumulada en funcién de la amplitud de las mIPSC
antes (circulos negros) y después de aplicar 5-HT (circulos vacios). B (adentro), grafico de
barra del promedio de amplitud de las mIPSC antes (barra negra) y después de 5-HT (barra
vacia). C (afuera), grafico de probabilidad acumulada en funcién de la frecuencia instantanea
de las mIPSC antes (circulos negros) y después de aplicar 5-HT (circulos vacios). C (adentro),
grafico de barra del promedio de las frecuencias instantaneas de las mIPSC antes (barra negra)
y después de 5-HT (barra vacia). * (p>0.05).
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Se ha descrito que la disminucién en la probabilidad de liberacion de GABA por activacion de
CB1r involucra la inactivacion de la cascada adenilato ciclasa, AMP ciclico y PKA
(AC/cAMP/PKA); finalmente disminuyendo la actividad de Rim1a, lo que genera una disminucion
en la liberacion de GABA (Ahumada et al., 2013; Chevaleyre et al., 2007). Para comprobar si la
activacion de CB1r requiere la via AC/cCAMP/PKA para inducir la iLTD, utilizamos un bloqueador
de la PKA (H89 10 uM) en el bafio. En esta condicion bajo H89 la aplicacion de 5-HT no disminuyé
la amplitud de las elPSC, por lo que la iLTD no se indujo al bloquear la PKA [95.6% + 9.83, p =
0.44, n = 7] (Figura 8D). Estos resultados sugieren que el mecanismo de induccién de laiLTD por
5-HT activa la via de sefializacion de eCBs, activando CB1r presinapticos que disminuyen la

actividad la via AC/cAMP/PKA y la probabilidad de liberacién de GABA.

LaiLTD requiere la activacién de GABAg en los terminales presinapticos

Dentro de los componentes presinapticos que podrian estar involucrados en la induccién de la
iLTD estan aquellos dependientes e independientes de potenciales de accién. Entre los
componentes independientes de potencial de accidon se encuentran la probabilidad de liberacion
del neurotransmisor y el nimero de sitios de liberacién del neurotransmisor; mientras que en los
componentes dependientes de potenciales de accién se encuentran los relevos sinapticos rio
arriba. Por lo tanto, medimos eventos sinapticos espontaneos independientes de potenciales de
accion (mIPSC) para evaluar cambios de probabilidad de liberacién, contactos sinapticos y
amplitud de corrientes posinapticas (Del Castillo and Katz, 1954; Manabe et al., 1992, 2007). Se
utilizé tetrodotoxina (TTX 500nM) para bloquear los canales de sodio sensibles a voltaje, y por lo
tanto, el disparo de potenciales de accion. Se registraron las mIPSC bajo TTX en neuronas
piramidales de L2/3 antes y después de la aplicacion de 5-HT, y no se observaron cambios en
amplitud [de 16.3 pA £ 0.91 a 16.1 pA + 1.03, p = 0.62, n = 6], ni frecuencia [de 1.4 Hz £ 0.39 a

1.4 Hz + 0.42, p = 0.81, n = 6] de los mIPSC por inducidos 5-HT (Figura 9). Estos resultados
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Figura 10. Se requiere la actividad del GABAg para que 5-HT induzca iLTD en L2/3. A
(arriba), trazos representativos de las elPSC antes (izquierda) y 25 minutes después de aplicar
5-HT (derecha). A (abajo), curso temporal de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo un
antagonista de receptores GABAs (CGP) en el bafio. B, grafico de barra que muestra en
porcentaje los cambios de las elPSC a 20 minutos de la aplicacion de 5-HT. C, raz6n de pulsos

pareados antes y de después de aplicar 5-HT. * (p>0.05).

muestran que la induccién de la iLTD requiere de los potenciales de accion de las neuronas
presinapticas, por lo tanto, de la liberacién activa de GABA. En el contexto experimental en que
observamos la iLTD por 5-HT hay dos posibles sinapsis que dependen de potenciales de accion,
la sinapsis de la interneurona sobre la neurona piramidal y la sinapsis de interneurona a
interneurona (IN-IN). Estas (ltimas son interneuronas tipo VIP, que son un subgrupo de
interneuronas que expresan el receptor 5-HTs (Ayzenshtat et al., 2016; Lee et al., 2010). Se ha
propuesto que la sinapsis IN-IN pudiera disminuir la probabilidad de liberacion de GABA sobre la
neurona piramidal por activacion del receptor GABAs (Lee and Soltesz, 2011). Por lo tanto,
evaluamos si la activacion de los receptores metabotropicos GABAérgicos GABAs forman parte
de la sefializacion involucrada en la induccion de la iLTD. De este modo registramos las elPSC
blogueando la actividad de GABAg utilizando CGP (5 uM) en el bafio. Nosotros no observamos
cambios significativos en la amplitud de las elPSC luego de la aplicacién de 5-HT [102.3% + 7.32,
p = 0.76, n = 5], ni cambios significativos en la PPR [de 0.72 £ 0.077 a 0.81 + 0.038, p = 0.13, n

= 5] (Figura 10). Esto nos sugiere que los receptores GABAB deben estar activos para que se
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produzca la iLTD. Proponemos que la 5-HT por medio de la activacién de receptores 5-HTz
aumenta la liberacién de GABA sobre el terminal presinaptico activando los receptores de GABAs
reduciendo la liberacién de GABA. En paralelo la activacion de 5-HT2a induce la liberacién de
eCBs, activando CB1r en el terminal presinaptico. De esta manera, nuestros resultados sugieren
la atractiva idea que la actividad conjunta de GABAs y CB1r inducen una disminucion en la

probabilidad de liberacion GABA, produciendo la iLTD inducida por 5-HT (figura 11).

VIP

5-HT3

Piramidal

Figura 11. Mecanismo de induccion y expresion de la iLTD por 5-HT en L2/3.
Proponemos que 5-HT gatilla en paralelo los receptores 5-HTs para aumentar la
activacién de GABAg presindptico, y 5-HT2a para activar una via de sefializacion de
eCBs generando una disminucién a largo plazo en la probabilidad de liberacion de
GABA de interneuronas CB1+.
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5-HT en la transmisidn sindptica inhibitoria proveniente de L5

5-HT induce una iLTD sobre los terminales presinépticos de interneuronas CB1+

La organizacién laminar en la PFC organiza las diferentes entradas y salidas sinapticas, siendo
L2/3 principalmente cortico-cortical y L5 a otras estructuras cerebrales (Harris and Shepherd,
2015). En consideracién de las diferencias entre las capas de PFC, investigamos el rol de 5-HT
en la transmision inhibitoria en L2/3, y en paralelo la transmision inhibitoria proveniente de L5
sobre neuronas piramidales de L2/3. En estas condiciones experimentales, determinamos el
efecto de la activacion de 5-HTr sobre las elPSC provenientes de fibras GABAérgicas de L5 que
sinaptan a las neuronas piramidales de L2/3 (Figura 12A). Luego de una linea base de 10 minutos,
la aplicacion de 5-HT disminuy6 la amplitud de las elPSC [69.6% + 11.06, p = 0.012, n = 8] (Figura
12B), la cual es acompafada por un aumento en la PPR [de 0.58 + 0.071 a 0.78 + 0.058, p =
0.032, n = 6] y una correlacién lineal en el CV [r = 0.77, p = 0.0011, n = 8] (Figura 12C). Estos
resultados nos sugieren que 5-HT induce una iLTD expresada como una disminucion en la

probabilidad de liberacion de los terminales GABAérgicos provenientes de L5.

La activacion de receptores 5-HTia y/0 5-HT2a inducen iLTD en L5

Similar al disefio experimental usado en L2/3, se explordé la contribucidn de los receptores 5-HT1a,
5-HT2ay 5-HT3s por su abundancia relativa en PFC (Barnes and Sharp, 1999; Celada et al., 2013;
Elliott et al., 2018; Jakab and Goldman-Rakic, 2000). Bajo antagonistas para 5-Hia, 5-HT2a 0 5-
HTs, 5-HT fue capaz de inducir una iLTD; en WAY 100635 (5 uM) [62.3% + 5.64, p = 0. 0005, n =
6] para 5-HT1a, MDL100907 (200 nM) [51.3% + 11.44, p = 0.007, n = 6] para 5-HT2 y MDL72222
(1 pM) [57.3% = 18.40, p = 0.035, n = 5] para 5-HTs (Figura 13A y C). Estos resultados nos
sugieren que la iLTD por 5-HT en L5 es gatillada por la activacion de mas de un tipo de receptor.
Por esta raz6n realizamos el bloqueo farmacolégico de 2 de estos receptores, 5-HT1a y 5-HT2a
(con WAY 100635 (5 uM) y MDL100907 (200 nM) respectivamente), en esta condicion la iLTD no

se generé luego de la aplicacion de 5-HT [100.6% + 11.20, p = 0.78, n = 5] (Figura 13A). Asi,
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Figura 12. 5-HT induce una iLTD sobre fibras GABAérgicas de L5. A, fotografia con
objetivo 10X del arreglo experimental mostrando la posicion los electrodos de estimulacién
(abajo) y registro (medio). B (arriba), trazos representativos de elPSC antes (izquierda) y 25
minutes después de aplicar 5-HT (derecha). B (abajo), se muestra el curso temporal de los
cambios en amplitud de las elPSC por aplicacién de 5-HT. C (izquierda), Grafico de 1/CVZ2 en
funcion de las amplitudes de las elPSC luego de aplicaciéon de 5-HT normalizadas con su
linea base (M) (ver materiales y métodos). C (derecha), razén de pulsos pareados antes y de
después de aplicar 5-HT. * (p>0.05).

tanto la activacion del receptor 5-HT1a y 5-HT2a estarian induciendo una iLTD. Para probar esta
hip6tesis utilizamos el agonista especifico del receptor 5-HT1a (8-OH-DPAT 10 uM) y del receptor
5-HT2a (TCB-2 10 uM). La amplitud de las elPSC provenientes de L5 disminuyeron su amplitud
luego de la aplicacién de 8-OH-DPAT [65.6% + 10.10, p = 0.016, n = 5]. Un fendmeno similar se
observé al agregar TCB-2, puesto que también disminuyd la amplitud de las elPSC [67.7% =+
10.91, p = 0.028, n = 6] (Figura 13B). De esta forma tanto la activacion del receptor 5-HT1a como
el receptor 5-HT2a pueden inducir iLTD sobre las entradas sinapticas de L5. Sin embargo, al
analizar la PPR encontramos algunas diferencias. Al bloquear la iLTD con WAY100635 y

MDL100907 no hay cambios en la PPR [de 0.78 £ 0.075a 0.71 + 0.054, p = 0.061, n = 5], tampoco
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observamos cambios en la PPR inducida por 8-OH-DPAT [de 0.65 + 0.044 a 0.68 £ 0.044, p =
0.56, n = 5], pero si aumento la PPR en los elPSC por TCB-2 [de 0.55 + 0.061 a 0.73 £ 0.040, p
= 0.033, n = 6] (Figura 13D). Estos resultados nos sugieren que Unicamente la iLTD inducida por
activacion de receptores 5-HT2a es debido a una disminucion en la probabilidad de liberacion de
GABA. Mientras que la iLTD por activacion de 5-HT:1a posiblemente es por un mecanismo de

depresion sinaptica que se expresa en la neurona piramidal de L2/3.
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Figura 13. 5-HTia y 5-HT2a inducen iLTD sobre sinapsis de L5. A (arriba), trazos
representativos de elPSC antes (negro) y después de aplicar 5-HT bajo WAY100635 (rojo),
MDL100907 (amarillo) o WAY100635 mas MDL100907 (naranjo). A (abajo), se muestra el
cambio del curso temporal de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo WAY100635 (rojo),
MDL100907 (amarillo)) o WAY100635 méas MDL100907 (naranjo). B (arriba), trazos
representativos de elPSC antes (negro) y después de aplicar 8-OH-DPAT (azul) o TCB-2
(morado). B (abajo), se muestra el cambio del curso temporal de las elPSC por aplicacion d
€8-OH-DPAT (azul) o TCB-2 (morado). C, Grafico de barra resume el cambio de las elPSC
después de aplicar 5-HT/agonista en distintas condiciones farmacologicas. D, razon de pulsos
pareados antes y de después de aplicar la 5-HT bajo WAY100635 mas MDL100907 (naranjo);
o después de aplicar 8-OH-DPAT (azul) o TCB-2 (morado). * (p>0.05).
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iLTD ocurre sobre fibras CB1+ provenientes de L5

Para determinar si la iLTD ocurre sobre algun tipo especifico de sinapsis provenientes de
interneuronas de L5 realizamos dos disecciones farmacolédgicas. En la primera, utilizamos un
agonista de CB1lr (WIN 5 pM) para disminuir la transmision sindptica proveniente de
interneuronas CB1+ (Chevaleyre et al., 2007; Chiu et al., 2010). En presencia de WIN la aplicacion
de 5-HT no disminuy6 la amplitud de las elPSC [87.8% + 6.87, p = 0.34, n = 7] (Figura 14A). Estos
resultados nos sugieren que la iLTD en L5 ocurre sobre los terminales presinapticos CB1+. En la
segunda diseccién farmacoldgica utilizamos un agonista de los receptores tipo p opioide (DAMGO
1 pM) que disminuyen la liberacién de GABA en interneuronas distintas de las CB1+ (Glickfeld et
al., 2008; Nugent et al., 2007). Observamos que bajo DAMGO la amplitud de las elPSC

provenientes de L5 disminuyen al agregar 5-HT [63.0% £ 6.90, p = 0.0029, n = 10] (Figura 14B).
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Figura 14. La iLTD en L5 ocurre sobre entradas sinapticas CB1+. A, se muestra el curso
temporal de los cambios en amplitud de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo WIN perfundido
en el bafio. B, se muestra el curso temporal de los cambios en amplitud de las elPSC por
aplicacion de 5-HT bajo DAMGO perfundido en el bafio. C, se muestra el curso temporal de
los cambios en amplitud de las elPSC por aplicacion de la 5-HT bajo AM251 perfundido en el
bafio. D, razon de pulsos pareados antes y de después de aplicar 5-HT bajo WIN, DAMGO o
AM251 perfundido en el bafio. * (p>0.05).
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Lo cual sugiere que laiLTD en L5 inducida por la activacién de 5-HTr ocurre fundamentalmente
en sinapsis CB1+ y no p+. De esta forma exploramos si CB1r esta involucrado como parte del
mecanismo de la iLTD. Utilizando un agonista inverso de CB1r (AM251 20 uM) en el bafio,
observamos que la amplitud de las elPSC disminuyo luego de la aplicacion de 5-HT [65.7% =
10.66, p = 0.035, n = 5] (Figura 14C). Esto nos sugiere que 5-HT puede inducir iLTD independiente
de la actividad de CB1r. Al medir la PPR, bajo WIN no cambid6 luego de agregar 5-HT [de 0.87 +
0.094 a 0.86 + 0.086, p = 0.89, n = 7], bajo DAMGO aumento la PPR luego de agregar 5-HT [de
0.52 £ 0.053a0.78 + 0.039, p = 0.0016, n = 7] y en AM251 no cambié luego de agregar 5-HT [de
0.66 £ 0.121 a 0.80 + 0.058, p = 0.12, n = 5] (figura 14D). Estos resultados nos sugieren que la
iLTD observada bajo AM251 no ocurre por cambios en la probabilidad de liberacion, lo cual es

similar a lo observado al activar el receptor 5-HT1a selectivamente (figura 13D). Por lo tanto, los

Minutes M &

Figura 15. 5-HT activa la via AC/cCAMP/PKA en la postsinapsis para inducir iLTD en L5.
A, se utiliza un GDP no hidrolizable (GDPS) en la solucién intracelular. Se muestra el curso
temporal de los cambios en amplitud de las elPSC por aplicacién de 5-HT. B, raz6n de pulsos
pareados antes y de después de aplicar 5-HT usando GDPS en la solucién intracelular. C,
curso temporal de las elPSC por aplicacion de 5-HT bajo un bloqueador de la PKA (H89) en
el bafio. D, razon de pulsos pareados antes y de después de aplicar 5-HT bajo H89 en el
bafio. * (p>0.05).
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resultados sugieren que la iLTD por activacion de 5-HT2a se expresa como una disminucion en la
probabilidad de liberacién por activacion de CB1r, mientras que la iLTD por activacién del receptor

5-HT1a induce una depresion expresada a nivel postsinaptico.

LaiLTD inducida por activacion de receptores 5-HT2a y/0 5-HT14 requiere de la actividad de
PKA

Si bien la ILTD-5-HT2a parece expresarse a hivel presinaptico y la iLTD-5HT:1a a nivel post
sinaptico, nuestros experimentos aln no permiten determinar la zona de induccion de la
plasticidad. Por lo tanto, para conocer la zona de induccién de la iLTD en L5 realizamos registros
de las elPSC utilizando un anélogo de GDP no fosforilable en la solucion de registro (GDPBS 2
mM), el cual bloquea rio abajo los receptores metabotrdpicos postsinapticos. En esta condicion,
observamos que no hubo un cambio significativo en la amplitud de las elPSC luego de la
aplicacion de 5-HT [93.8% + 10.66, p = 0.18, n = 8], en la PPR [de 0.74 + 0.050 a 0.78 £ 0.053, p
=0.49,n=8]yenelCV[r=0.31, p=0.49, n = 8] (Figura 15A y B). Estos resultados nos indican
que la induccion de la iLTD tanto por activacion de 5-HTia y 5-HT2a ocurren en la neurona
piramidal postsinaptica. Se ha descrito que tanto la activacion del receptor 5-HT1a como CBlr
pueden disminuir la actividad de la via de sefializacion AC/cAMP/PKA (Atwood et al., 2014; Cai
et al., 2002; Chevaleyre et al., 2007). Esta via se ha asociado a plasticidad presinaptica y
postsinptica (Chevaleyre et al., 2007; Connelly et al., 2013; Vickery et al., 1997), por lo tanto,
evaluamos su contribucion en la iLTD por 5-HT en L5, mediante el bloqueo de la actividad de la
PKA aplicando H89 (10 uM) en el bafio. En estas condiciones experimentales, observamos que
bajo H89 la amplitud de las elPSC no disminuyeron luego de agregar 5-HT [86.5% + 9.63, p =
0.39, n = 7] (Figura 15C), ni tampoco observamos correlacion en el CV [r =0.49, p=0.25,n = 7],
ni cambios en la PPR [de 0.71 £ 0.048 a 0.73 + 0.043, p = 0.86, n = 7] (Figura 15D). Estos
resultados indican que la via AC/cAMP/PKA parece estar involucrada tanto en laiLTD por 5-HT2a
en el terminal presindptico como por 5-HTia en la neurona postsingptica. Considerando los

resultados obtenidos, proponemos que en L5 la iLTD puede gatillarse mediante dos mecanismos:
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1) La activacion del receptor 5-HT1a en la neurona postsinaptica, activa la sefializacion de la
proteina Gi, disminuyendo la fosforilacion de proteinas por una disminucién en la actividad de la
PKA, lo cual reduce la amplitud de las elPSC a través de la modulacion de receptores GABAA..

2) La activacion de 5-HT2a en la neurona piramidal, activa la cascada dependiente de la proteina
Gq, induciendo la sintesis y liberacion de eCBs, que de forma retrograda activa CB1r y disminuye

la actividad de la PKA, y asi reduce la probabilidad de liberacion de GABA (Figura 16).

Piramidal

Figura 16. Mecanismo de induccién y expresion de la iLTD por 5-HT en sinapsis de L5.
Proponemos que la 5-HT induce una iLTD por activaciéon de 5-HT1a y/o 5-HT2a mediante
mecanismos de induccion independientes. Al activar 5-HT1a en la neurona piramidal, se gatilla
una sefializacion intracelular que disminuye la PKA que genera una disminucion postsinaptica
de las corrientes GABAérgicas. Al activar 5-HT2a en la neurona piramidal, se activa la

sefializacion retrograda por eCBs, disminuyendo la probabilidad de liberacion de GABA.
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DISCUSION

En los animales, el sistema nervioso (SN) permiti6 manifestar conductas en movimientos. A su
vez, el aprendizaje en los animales ocurre como un cambio en el SN en respuesta al ambiente
(Maturana and Varela, 2006). A los cambios sinapticos que subyacen a cambios en el SN se les
denomina plasticidad (Bliss and Lgmo, 1973; Kandel, 2012; Kandel and Tauc, 1965a). En 1965
Erick Kandel y Ladislav Tauc, utilizando un modelo de Aplysia, demostraron que dos procesos de
aprendizaje (sensibilizacion y habituacién), se sustentan en cambios en la eficacia de las sinapsis
o plasticidad sinaptica (Kandel and Tauc, 1965a, 1965b). La plasticidad sinaptica se puede dividir
en tres grupos no excluyentes entre si (Bailey et al., 2000). El primero es la “plasticidad
homosinaptica”, que significa que mediante mecanismos de sefalizacion dentro de una misma
sinapsis se induce y expresa la plasticidad sinaptica como un cambio en la eficacia sinaptica. La
segunda es la “plasticidad heterosinaptica”, esta ocurre cuando una sinapsis cambia su eficacia
sinaptica por mecanismos inducidos por otra u otras sinapsis. Finalmente, la “plasticidad
dependiente de actividad” es aquella que requiere el disparo de potenciales de accion de las
neuronas pre y/o postsinépticas (Bailey et al., 2000; Greenhill et al., 2015; Sjostrom, 2012). Estas
clasificaciones se pueden utilizar para describir tipos de plasticidad sinaptica desde invertebrados
hasta mamiferos, siendo la plasticidad sinaptica un mecanismo conservado en procesos de
aprendizaje y memoria. En los mamiferos, la evoluciéon del SN en cortezas generé procesos
cognitivos complejos que envuelven distintos circuitos sinapticos y areas cerebrales (Aboitiz,
1992; Arendt et al., 2016; Rakic, 2009).

Tal como se ha descrito en invertebrados, se ha propuesto la plasticidad sinaptica como el
sustrato neuronal en procesos cognitivos complejos. Estos procesos cognitivos dependen de

diversas estructuras cerebrales y circuitales, siendo la 5-HT un neurotransmisor clave en una
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gran variedad de estos procesos (Barnes and Sharp, 1999; Buckner and Krienen, 2013; Goto et
al., 2010; Isaacson and Scanziani, 2011).

Entender en detalle el rol fisiologico que ejerce la 5-HT en PFC permitiria comprender las bases
sinapticas de los procesos cognitivos complejos tales como la atencion, la toma de decisiones o
la creatividad (Cole et al., 2012; Kaplan et al., 2017; Kvitsiani et al., 2013). Del mismo modo,
ayudaria comprender de mejor manera las bases biolégicas de diversas enfermedades
neuropsiquiatricas en las que se ha demostrado que existe un compromiso de la transmision
serotoninérgica y/o desregulaciéon en el balance E/I (Krystal and State, 2014; Marin, 2012;
Naughton et al., 2000; Yizhar et al., 2011). Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que la 5-HT es capaz de inducir dos formas diferentes de iLTD en la PFC, dependiendo de la
capa desde donde provengan las sinapsis GABAérgicas, o diferir dependiendo del tipo de
interneurona. En efecto, nuestros resultados demuestran que la 5-HT disminuye la transmision
sinaptica inhibitoria en PFC actuando especificamente en las sinapsis CB1+, las cuales forman
parte de un grupo acotado de interneuronas (Chiu et al., 2010; Karnani et al., 2016; Rudy et al.,
2011). Por lo tanto, podemos hipotetizar que las interneuronas CB1+ pueden estar estrechamente
ligada a los procesos cognitivos mediados por la PFC en las cuales se ha asociado la participacion
serotoninérgica. En particular la capa 2/3 de la PFC es la zona que presenta una mayor cantidad
de conexiones cortico-corticales, y es considerada como el area de PFC encargada del
procesamiento de la informacién (Keller and Mrsic-Flogel, 2018; Petersen and Crochet, 2013;
Yizhar et al., 2011). Por ello, resulta relevante que la 5-HT pueda modular las entradas inhibitorias
de L2/3 y de L5, a través de mecanismos sinapticos diferentes e independientes. La iLTD de
entradas GABAérgicas de L2/3 mediada por un mecanismo heterosinaptico que requiere la
coincidencia de dos vias de sefializacion, por la activacion de receptores 5-HTs en paralelo con
los 5-HT2a. Mientras que la iLTD de las entradas GABAérgicas de L5 se logra inducir por la

activacién del receptor 5-HT1a y/0 5-HT2a.

49



Plasticidad heterosinaptica dependiente de actividad en L2/3

Desde los trabajos funcionales de plasticidad sinaptica en el modelo de Aplysia depilans
realizados por Eric Kandel, la 5-HT ha sido asociada a mecanismos de plasticidad
heterosinpticos (Cohen et al., 2003; Glanzman et al., 1989; Kandel and Tauc, 1965a, 1965b).
Considerando la divergencia evolutiva del SN, la 5-HT parece mediar plasticidad heterosinaptica
desde invertebrados hasta mamiferos, por lo que pareciera que la relacion entre plasticidad
heterosinaptica y 5-HT es un rasgo conservado en la evolucién animal. En nuestra propuesta, el
CB1r se activa mediante una via de sefializacion inducida por el receptor 5-HTza, el cual alin no
hemos podido determinar su ubicacion sinaptica o tipo celular. Sin embargo, hay fuerte evidencia
que indica que la activacion de 5-HT2a induce la sintesis y liberacion de 2-AG en distintos tipos
sinapticos y areas cerebrales (Best and Regehr, 2008; Burattini et al., 2014). La activacion de 5-
HT2a acoplado a la proteina Gq aumenta la actividad de PLC, lo que aumentaria la produccion de
2-AG (Parrish and Nichols, 2006). Ademas, demostramos que la iLTD por 5-HT en L2/3 requiere
la coactivacién de CB1r y GABABg, lo cual es consistente con la evidencia que muestra que existe
una coexpresion de CB1lr y GABAs en terminales GABAérgicos (Foldy et al., 2007). Dicha
coexpresion se ha asociado funcionalmente a mecanismos de disminucién en la probabilidad de
liberacién de interneuronas GABAérgicas (Lee and Soltesz, 2011). En consecuencia, nosotros
proponemos que el receptor 5-HTs al ser un canal catiénico permeable a calcio expresado en un
tipo especifico de interneurona, su activacion en el terminal sinaptico aumentaria la liberacion de
GABA en dichas interneuronas (Fukushima et al., 2009). El aumento en la liberacién de GABA
activaria receptores GABAsg, gatillando una via de sefializacién por Gi; siendo esta la primera via
de sefalizacion heterosinaptica para inducir la iLTD en L2/3. Esta posibilidad se sustenta
principalmente por dos resultados. Primero, en los experimentos bajo TTX, las mIPSC no
cambiaron en frecuencia ni amplitud, lo que sugiere que este mecanismo de iLTD presinaptico
requiere la liberacién activa (dependiente de potenciales de accién) de GABA. Esto significaria
que la actividad espontanea y/o la estimulacion eléctrica utilizada para registrar los elPSC es

suficiente para activar un componente polisinaptico necesario para la iLTD en L2/3, lo que a su
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Vez nos sugiere que, para que ocurra laiLTD en L2/3, se requiere un relevo sinaptico que lograria
activar los receptores de GABAg generando una desinhibicion de la neurona piramidal. Esto fue
demostrado experimentalmente al utilizar un antagonista del receptor GABAs (CGP) y lograr el
bloqgueo de la iLTD (Figura 8). Actualmente, estamos realizando registros de elPSC en
interneuronas, para determinar si la activacion de 5-HTs aumenta la liberacion de GABA sobre
interneuronas en L2/3, activando conductancias mediadas por GABAs.

En sinapsis GABAérgicas, se ha descrito como mecanismo canénico de sefializacién por eCBs
la sintesis y liberacion de 2AG desde la neurona postsinaptica al terminal presinaptico
disminuyendo la liberacion de GABA (Chevaleyre and Castillo, 2004; Chevaleyre et al., 2007). En
nuestros resultados, al bloquear los 5-HTr postsinapticos con GDPBS, observamos que la via de
eCBs que posiblemente gatilla 5-HT2a no se ubica en la neurona postsinaptica de L2/3 (Figura
6A). Por lo tanto, hay un diverso grupo de células en PFC que podrian estar liberando eCBs en
PFC. Una posibilidad que consideramos explorar en el futuro es la participacién de astrocitos
como mediadores del componente dependiente de eCBs. Esta posibilidad se sustenta en la
evidencia que sefala que los astrocitos pueden modular heterosinapticamente la eficacia
sindptica por activacién de CB1r (Navarrete and Araque, 2008; Robin et al., 2018). Sin embargo,
hasta ahora dicho mecanismo solo se ha mostrado en plasticidad a corto plazo por liberacion de
glutamato por parte del astrocito y podria modular la transmision sindptica GABAérgica (Navarrete
and Araque, 2008; Perea et al., 2016). Nuestros resultados soportan nuestra hipétesis que
considera que CB1r se activa directamente en el terminal presinaptico, ya que en la iLTD,
pareciera disminuir la cascada AC/cCAMP/PKA para desfosforilar Rim1a y en consecuencia
disminuir la probabilidad de liberacién de GABA (Chevaleyre et al., 2007), debido a que el H89al
bloquear la actividad de la PKA impide la induccion de la iLTD (Figura 6D). Por lo tanto, en L2/3
la 5-HT generaria una iLTD que requiere de una inhibicion presindptica proveniente de una
interneurona 5-HTs+, junto con la sefializacién por eCBs en dicho terminal GABAérgico mediada
por la activacién de 5-HT2a. De esta manera en la PFC, las interneuronas CB1+ disminuyen su

eficacia sinaptica por actividad de 5-HT, tanto en L2/3 como en L5; sin embargo, los mecanismos
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de induccién de iLTD que genera 5-HT en sinapsis de L2/3 son distintos que en sinapsis
provenientes de L5.

Las interneuronas VIP de la PFC establecen sinapsis GABAérgicas principalmente sobre otras
interneuronas GABAGérgicas, generando una desinhibicion de las neuronas piramidales, siendo
las VIP ademas un subgrupo de interneuronas 5-HTs+ (Lee et al., 2010; Pi et al., 2013; Rudy et
al., 2011). Si bien las interneuronas VIP constituyen un grupo menor (cerca de un 7.5%) en la
corteza, estan mayoritariamente ubicadas en L2/3, alcanzando sobre un 10% de interneuronas
en dicha Capa (Xu et al., 2010). Esta evidencia sustenta nuestra hip6tesis de que la activacion
de 5-HTs puede aumentar la inhibicion sobre otras interneuronas, en nuestro estudio
especificamente a interneuronas CB1+. Estas interneuronas CB1+ podrian ser 5-HTz+ 0 bien
SOM+, ya hay evidencia que en ambos grupos se expresa CB1r (Zou and Kumar, 2015). Sin
embargo, aun no se esclarece completamente como funciona la activacion de CB1r en dichas
interneuronas (Zou and Kumar, 2015). Ademas, hay estudios que muestran que la activacion de
CB1r per se puede inducir depresidn sinaptica, similar a lo que observamos en L5 (Chevaleyre
and Castillo, 2004; Chevaleyre et al., 2006; Chiu et al., 2010). Aunque no se conoce la funcion de
CB1r en interneuronas SOM+, nuestros datos aportan importante evidencia en que las
interneuronas que estan disminuyendo su probabilidad de liberacion por 5-HT en L2/3 podrian
ser de este tipo. Ya que nuestros resultados indican que la activacion de CB1r por 5-HT2a no
induce plasticidad sinaptica per se, pero al activarse en conjunto con GABAg, se logra inducir una
iLTD. Por lo tanto, en este mecanismo heterosinaptico, la activacién de CB1r 0 GABAg podrian
estar jugando un rol de metaplasticidad (o de cebo) para generar una iLTD por disminucién en la
probabilidad de liberacién del terminal GABAérgico (Chevaleyre and Castillo, 2004; Yger and
Gilson, 2015). Lo cual nos sugiere que la 5-HT logra que los receptores CB1r y GABAg se activen

coordinadamente en el terminal presinaptico para generar la iLTD.
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Plasticidad heterosinaptica en fibras provenientes de L5

Nuestros resultados muestran que en L5 la 5-HTinduce una iLTD por medio de mecanismos
diferentes a los observados en L2/3. En L5 observamos que la accion de 5-HT es inducir iLTD
por medio de dos mecanismos de induccidn heterosinapticos, el primero por activacion del 5-HT1a
y el segundo mecanismo por activacion de 5-HT2a. Observamos que la activacion del receptor 5-
HT1a generaria una iLTD expresada en la neurona postsinaptica, ya que la activacién de 5-HT1a
es capaz de inducir iLTD, pero no modifica la PPR (Figura 12). La iLTD en L5 solo ocurre en
sinapsis cuyo terminal presinaptico sea CB1+, puesto que en experimentos bajo WIN (agonista
CB1Rr), no se observa plasticidad sinaptica por 5-HT (Figura 14A). Lo anterior se puede explicar
por las diferencias de la densidad postsinaptica en las distintas sinapticas inhibitorias que recibe
la neurona piramidal; por ejemplo, las interneuronas PV+ en comparacion con interneuronas
CCK+ (subgrupo CB1+). En donde la postsinapsis entradas sinapticas provienes de una
interneuronas PV+ poseen receptores GABAa con una mayor proporcién de subunidades a1, a
diferencia de la postsinapsis de entradas CCK+ que los receptores GABAa tienen una mayor
proporcioén en la sub unidad a2 (Armstrong and Soltesz, 2012). En nuestros resultados muestran
que la iLTD postsinaptica por 5-HT1A es especifica de sinapsis CB1+. Por lo tanto, una hipétesis
es que la expresion del receptor 5-HT1a esta expresado especificamente en la post sinapsis de
entradas GABAérgicas CB1+. Otra alternativa es que la activacion de 5-HTia module
selectivamente los receptores GABAa con alta proporcidon de subunidades a2, y asi 5-HTia
modularia mayoritariamente a las sinapsis provenientes de interneuronas CB1+.

Hasta ahora no hemos determinado si el mecanismo de induccién de iLTD por 5-HT1a se produce
al disminuir la conductancia de receptores GABAa 0 disminucidon en el nimero de estos, sin
embargo, en nuestros resultados determinamos que la iLTD en L5 requiere de la sefializacion
AC/cAMP/PKA, una disminucion de esta via se ha descrito como una de las sefializaciones por
receptores acoplados a Gi mayormente implicado en plasticidad sinaptica (Chevaleyre et al.,

2007; Cohen et al., 2003). Trabajos previos han descrito que 5-HT por via AC/cCAMP/PKA puede
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disminuir corrientes glutamatérgicos y GABAérgicas a corto plazo (Cai et al., 2002; Feng et al.,
2001; Wang et al., 2016).

Ahora bien, nosotros observamos un fendmeno de plasticidad a largo plazo en corrientes
inhibitorias por activacion de 5-HT1a que parece utilizar una cascada de sefializacion intracelular
similar a lo reportado anteriormente por otros investigadores, en donde una disminucién en la
actividad de la PKA gatillado por un receptor metabotropico acoplado a proteina G induce una
depresion postsinaptica (Gladding et al., 2009). Nosotros observamos que en L5, la 5-HT genera
una iLTD directamente sobre el terminal presinaptico CB1+ via eCBs por activacion de 5-HT2a 0
sobre la densidad postsinéptica por activacién de 5-HT1a. Por lo tanto, ambas formas de iLTD en
L5 (por 5-HTia y 5-HT2a) por 5-HT parecen ser homosindptica en interneuronas CB1+. La
observacion que la PPR aumenta en L5 al inducir la iLTD sugiere que esta depresién sinaptica
tiene un componente que depende de la disminucion en la probabilidad de liberacion de GABA
(figura 11). Cuando bloqueamos CB1R, observamos nicamente una iLTD postsinaptica (Figura
12C y D) como la observada por 5-HT:a (Figura 11B y D). Por lo tanto, la iLTD que genera la
activacién de 5-HT2a genera una iLTD por medio de la activaciéon de CB1r mediante la liberacién
de eCBs desde la neurona post sindptica, ya que en L5 observamos un bloqueo total de la iLTD
por GDPS (Figura 13A). Tal como observamos con el receptor 5-HT1a, la induccién de la iLTD
por 5-HT2a en L5 también se induce en la postsinapsis, pero esta se expresa en la presinapsis
como una disminucién en la probabilidad de liberacién. Esta descripcion de iLTD se ajusta a la
sefializacion retrograda de eCBs que requiere una disminucion en la actividad de la PKA
(Chevaleyre and Castillo, 2004; Chevaleyre et al., 2007; Parrish and Nichols, 2006). El
mecanismo de iLTD por eCBs en L5 es diferente que en L2/3, ya que en L2/3 pareciera que los
eCBs no provienen de la neurona postsinéptica, mientras que en la iLTD de L5, los eCBs si se
liberasen de la postsinapsis.

Dentro de las interneuronas CB1+, la abundancia relativa de interneuronas SOM en L5 es mayor
que en L2/3, mientras que la cantidad de interneuronas VIP en L5 es menor que en L2/3 (Rudy

et al., 2011; Xu et al., 2010). Por lo tanto, es de esperar la iLTD en L5 ocurra en su mayoria en

54



entradas sinapticas de interneuronas SOM+. Estas interneuronas poseen una caracteristica
sinaptica particular, y es que hacen sinapsis sobre la dendrita de neuronas piramidales (Chiu et
al., 2013, 2018). De ser asi, los receptores 5-HTia y 5-HT2a ubicados en las dendritas de las
neuronas piramidales inducirian la iLTD en las entradas sinapticas de L5. Lo anterior implicaria
que la funcién en la fisiologia neuronal por parte de 5-HT1a y 5-HT2a varia dependiendo de su
localizacion. Puesto que hay diversos trabajos que sefialan que 5-HTia y 5-HT2a activan y
bloguean conductancias de potasio en el soma y axén de neuronas piramidales, modulando asi
el potencial de membrana e integracion sinaptica (Araneda and Andrade, 1991; Elliott et al., 2018;
Villalobos et al., 2005). Dependiendo del tipo de neurona piramidal, por ejemplo, la 5-HT por
medio de la activacion de 5-HT2a puede activar o bloquear conductancias de potasio, que
nosotros lo pudimos registrar mediante el uso de una solucion intracelular en base a MeSO4
cambios en el potencial de membrana (Figura 2) (Elliott et al., 2018).

Por lo tanto, los receptores serotoninérgicos regulan la eficacia sinaptica GABAérgica entre
interneuronas y neuronas piramidales dependiendo de la ubicacion de cada tipo de receptor. Al
estar ubicados heterosinapticamente, la activacion coordinada de los receptores 5-HTza y 5-HT3
genera una iLTD de las fibras GABAérgicas de L2/3. Los receptores 5-HT1a y 5-HT2a ubicados
posiblemente en el arbol dendritico de las neuronas piramidales, inducen una iLTD en las
entradas sinapticas provenientes de L5. Y finalmente, los receptores 5-HT1a y 5-HT2a ubicados
en el soma y axén de la neurona piramidal regulan el potencial de membrana, integracién
sindptica y disparo de potenciales de accién. De este modo, la 5-HT al disminuir la inhibicidn
cambiara el balance E/I en la PFC hacia un aumento en la excitacion, siendo 5-HT2a clave tanto
en la plasticidad de interneuronas provenientes de L2/3 y L5.

La iLTD que genera 5-HT en PFC podria ser clave en la neurobiologia de procesos cognitivos y
neuropatologias, tales como en alucinaciones, siendo en efecto 5-HTz2a un blanco farmacolégico
para regular neuropatologias como la psicosis en esquizofrenia (Gonzalez-Maeso et al., 2007,
Moreno et al., 2011). En este trabajo demostramos que la neuromodulacién por 5-HT en PFC

puede ser tan fina al punto de tener mecanismos de plasticidad GABAérgica que dependen de la
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ubicacion anatomica de donde provengan estas sinapsis, ya sea en este caso de L2/3 o L5. La
especificidad en los mecanismos de plasticidad sinaptica que induce la 5-HT en la PFC podria
suponer parte de los mecanismos sinapticos/circuitales que subyacen al rol que tiene la 5-HT en
diversos y complejos procesos cognitivos tales como en la ansiedad, toma de decisiones e
imaginacion; ademas de contribuir a las bases sinapticas de un nUumero importante de
neuropatologias. Por lo que comprender la fisiologia de la PFC, especialmente la relacionada con
la transmision serotoninérgica, supone un avance importante en la implementacién de nuevos
tratamientos y blancos farmacolégicos para avanzar en tratamientos méas eficaces de estas

neuropatologias.
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1)

2)

3)

4)

CONCLUSION

La 5-HT ejerce un fuerte control en la transmisién sinaptica inhibitoria de la PFC, la
activacion de 5-HTr es capaz de inducir iLTD de fibras inhibitorias de capa 2/3 y 5 de la
PFC, preferentemente en interneuronas CB1+. A través de esta tesis, demostramos que
la ILTD observada en las entradas inhibitorias de L2/3 es dependiente de actividad
GABAérgica, y se produce por una disminucién en la probabilidad de liberacion de GABA
en terminales CB1+.

Para inducir la iLTD en las fiboras GABAérgicas provenientes de L2/3, la 5-HT activa en
paralelo los receptores 5-HTsz y 5-HT2a, gatillando un aumento en la activacion del
receptor GABAg en el terminal presinaptico una desinhibicion generada por 5-HTs, en
conjunto, una activacion de CB1r en el terminal presinéptico por activacion de 5-HTza. Al
activarse CB1r y GABA& se induce una disminucion a largo plazo en la probabilidad de
liberacion de GABA.

En el caso de L5, la iLTD inducida por 5-HT se expresa tanto a nivel presinaptico y
postsindptico en entradas GABAérgicas CB1+. En las entradas sinapticas de L5, laiLTD
se gatilla por dos vias independientes. La primera es mediante la activacion de 5-HT1a en
la neurona piramidal, induciendo una disminucién postsingptica en la transmision
GABAérgica. La segunda es por activacién de 5-HT2a en la neurona postsinaptica,
generando la liberacion de eCBs y posterior activacion de CBlr en el terminal
presinaptico para inducir una disminucion la probabilidad de liberacion de GABA.

Tanto la iLTD de L2/3 y L5 pueden ejercer un fuerte control en la fisiologia de la PFC, y
podrian ayudar a comprender las bases celulares de diversos procesos cognitivos y

neuropatologias.
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