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RESUMEN

En la mayoria de las formas de epilepsia hay un desbalance de la neurotransmision
excitatoria/inhibitoria, acompafiada por la activacion sincronica en una poblacion neuronal
especifica, y en donde la modulacion sindptica astroglial juega un importante papel en el
control de este balance. La progresion de la epilepsia requiere una forma de potenciacion
dependiente de la actividad de la transmision glutamatérgica, similar a las descritas en las
formas convencionales de potenciacion a largo plazo (LTP). Si bien hay evidencias sobre
alteraciones en la expresion de LTP en modelos de epilepsia, existe escaso conocimiento del
como la epilepsia interfiere con la capacidad de expresar plasticidad sinaptica y como la
comunicacion astroglial podria estar contribuyendo en esta alteracion. Utilizando técnica de
registro extracelular y patch clamp en CA1 de rebanadas de hipocampo, comparamos la tasa
de potenciacion en ratas adultas control y kindling —un modelo de epilepsia cronica- en
presencia de un antagonista especifico de receptores purinérgicos P2Y; (MRS2179), claves
en la comunicacion astrocito-astrocito. En ratas kindleadas, la estimulacion a alta frecuencia
(HFS) y protocolos estimulacion a ritmo theta (TBS) de las colaterales de las Schaffer generd
menor tasa de LTP respecto de ratas control. Interesantemente, la aplicacion de un segundo
TBS después de 30 min de la TBS inicial, no induce cambios en la tasa de LTP en kindling,
mientras que en los controles se observo una segunda potenciacion sostenida en respuesta al
segundo TBS. La capacidad de expresion de LTP en kindling fue rescatada en presencia de
MRS2179, un atagonista purinergico que inhibe las elevaciones de Ca?" astroglial.
Finalmente, al registro de oscilaciones del Ca*" astroglial mostrd que a la estimulacion con
TBS, hubo un cambio en la distribucion de las oscilaciones rapidas y lentas, espeiclamente
en el grupo control y kindling en presencia de MRS2179. Estos resultados sugieren que la

plasticidad glutamatérgica estd disminuida en ratas epilépticas, debido a un estado de
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saturacion de los mecanismos astrogliales responsables de regular el umbral de induccion de
la plasticidad sindptica, como consecuencia de la hiper-actividad astroglial durante la

progresion de la epilepsia.

SUMMARY

In most forms of epilepsy exist an imbalance of excitatory/inhibitory
neurotransmission, accompanied by synchronous activation in a specific neuronal
population, and where astroglial synaptic modulation plays an important role in controlling
this balance. The progression of epilepsy requires a form of potentiation dependent on the
activity of glutamatergic transmission, similar to those described in conventional forms of
long-term potentiation (LTP). Although there is evidence of alterations in the expression of
LTP in epilepsy models, there is little knowledge of how epilepsy interferes with the ability
to express synaptic plasticity and how astroglial communication could be contributing to this
alteration. Using the extracellular recording technique and CA1 patch clamp of hippocampal
slices, we compared the potentiation rate in adult control and kindling rats -a model of
chronic epilepsy- in the presence of a specific purinergic receptor antagonist P2Y; (
MRS2179), keys in astrocyte-astrocyte communication. In kindleated rats, high frequency
stimulation and theta burst stimulation (TBS) protocols of the Schaffer collaterals generated
lower LTP rate than control rats. Interestingly, the application of a second TBS after 30 min
of the initial TBS did not induce changes in the rate of LTP in kindling, whereas in control a
second sustained potentiation was observed in response to the second TBS. The expression
capacity of LTP in kindling was rescued in the presence of MRS2179, a purinergic atagonist
that inhibits astroglial Ca** elevations. Finally, the recording of astroglial Ca?" oscillations

showed that upon stimulation with TBS, there was a change in the distribution of the fast and

12



slow oscillations, especially in the control and kindling group in the presence of MRS2179.
These results suggest that glutamatergic plasticity is diminished in epileptic rats, due to a
state of saturation of the astroglial mechanisms responsible for regulating the threshold of
induction of synaptic plasticity, as a consequence of astroglial hyper activity during the

progression of epilepsy.
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INTRODUCCION

Durante los pasados 50 afios, la plasticidad sinaptica ha sido estudiada en distintos
modelos como los cambios de la eficacia de la transmision sindptica entre neuronas (Aranda
y Luco., 1964; Kandel et al., 1968). Sin embargo, durante los tltimos afios se ha establecido
la importancia que otras células del tejido nervioso, como las células gliales y especialmente
los astrocitos, tienen en esta comunicacion (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009;
Nedergaard et al., 2012). Comprender cémo la interaccion entre neuronas y astrocitos puede
regular la plasticidad sinaptica es hasta ahora pobremente entendido, no solo desde una
perspectiva fisiologica, si no también en el contexto de diversas enfermedades degenerativas
que afectan el cerebro, tales como la enfermedad de Alzheimer (Delekate., 2014), Parkinson
(Braidy et al., 2013), y la epilepsia (Eid et al., 2008; Carmignoto y Haydon., 2012; Bedner et
al., 2015). Esta ultima, es una enfermedad que modifica la forma en que las células nerviosas
se comunican entre si, llevandolas a la produccion de descargas eléctricas exacerbadas que
generan una modificacion del funcionamiento nervioso y en casos de mayor severidad, la
muerte neuronal y la esclerosis hipocampal (Keyser et al., 2008; Devinsky et al., 2013).
Dentro de las repercusiones mas importantes se encuentran diversas alteraciones cognitivas,
especialmente a nivel de la memoria espacial en animales, la memoria episddica en humanos
y el aprendizaje en diversos modelos (Comper et al., 2017; Reyes et al., 2019). En el caso de
la epilepsia de 16bulo temporal se desconoce cémo contribuyen los astrocitos este estado
patologico y los mecanismos por los cuales podrian estar afectando la plasticidad. Si bien
existen diversas publicaciones que han reportado algunos de los mecanismos involucrados

(Bonansco et al., 2011; Alvestad et al., 2013; Alvarez-Ferradas et al., 2015), la mayoria son

realizados en animales jovenes. Este trabajo busca establecer la participacion de los astrocitos

pueden afectar la plasticidad sinaptica de neuronas piramidales hipocampales, utilizando un
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modelo de epilepsia de 16bulo temporal en ratas adultas. Para ello, se utilizdé el modelo de

kindling eléctrico (Morales et al., 2014) que desarrolla condiciones similares a las observadas
en otros modelos animales y en humanos, siendo el kindling el modelo de epilepsia cronica
mas utilizado para el estudio de sus caracteristicas, pues evoluciona de manera progresiva,
desarrolla esclerosis hipocampal y altera las mismas estructuras que la ELT (Morimoto et al.,
2004). Finalmente, determinar nuevos mecanismos relativos a esta patologia es fundamental

dada su alta farmaco-resistencia a nivel mundial (Weibe et al., 2001; Hauser et al., 2018).

Plasticidad sinaptica y Potenciacion a largo plazo

La pregunta sobre cobmo las memorias son almacenadas en diversas estructuras ha
intentado ser respondida desde mediados del siglo XX (Hebb D., 1949), logrando describir
de manera parcial -pero fundamental- los mecanismos basicos que subyacen bajo estos
sistemas (Luco y Aranda., 1964; Kandel et al., 1968; Kandel et al., 2014). Si bien gran parte
del parénquima cerebral posee la capacidad de modificarse, el hipocampo se ha llevado
ampliamente la atencion y la caracterizacion de ser una de las estructuras mas importantes
en el almacenaje de la informacion y una de las cuales nos permite recordar,
mantener/almacenar y evocar informacion previamente aprendida (Scoville y Milner., 1957;
Penfield y Milner., 1958; Milner., 1962; Milner et al., 1968; Warrington y Weiskrantz., 1968;
Squire, 1992; Schacter y Tulving., 1994). Los cambios observados en la eficacia de la
transmision sindptica y/o en la excitabilidad sindptica producidos por la estimulacion
repetitiva por Bliss y Lomo (1973) y por Bliss y Gardner (1973) dieron pie al estudio de los
cambios plasticos de la transmision sindptica y la fisiologia de la memoria. Desde la
descripcion del método de “theta burst stimulations” (TBS) por Larson et al (1986) comenzé

a utilizarse este tipo de estimulacidon por sus ventajas y alta eficacia. Entre sus propiedades
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para el estudio de circuitos hipocampales, la TBS es altamente similar a los patrones vistos
en registros de espigas complejas ligados a una conducta y si su tasa de repeticion es Optima
se asemeja a los ritmos theta caracteristicos de las neuronas hipocampales (relacionado con
el establecimiento de memorias) (Larson y Munkacsy, 2014). La aplicacion de un estimulo
repetitivo a una frecuencia de 5 Hz activard diversas sinapsis excitatorias (glutamatérgicas)
de tipo mono sindpticas y a su vez sinapsis inhibitorias disindpticas tipo GABA¢érgicas en la
misma neurona piramidal. Al activarse receptores tipo AMPA, NMDA, GABAa y
metabotropicos GABAB resultara en una efectiva suma temporal depolarizante. El aumento
de la latencia entre un tren de estimulos y el siguiente permitiria la reactivacion de receptores
GABAB, el aumento de IPSP (Potenciales post-sindpticos inhibitorios) y la disminucion de
la suma temporal de los EPSP (Potenciales post-sindpticos excitatorios), por lo cual se ha
observado que los tiempos similares a 200 ms inter-estimulo son los de mayor efectividad
(Larson y Munkacsy, 2014). En cuanto al sustrato bioldgico de la LTP es ampliamente
reconocido hoy como un fenémeno fundamentalmente post-sinaptico, ligado al
reclutamiento y la mejora de la respuesta excitatoria mediada por receptores AMPA (Harvey
and Svoboda, 2007; Lee et al., 2009; Matsuzaki et al., 2004), consecuencia del aumento de
la actividad de receptores NMDA, seguida de la activacion de CAMKII, aunque no es
restrictiva de la actividad asociada a receptores NMDA (Nicoll y Malenka, 1995; Nicoll y
Schmitz, 2005). Ademas, se ha visto un aumento en el volumen de las espinas dendriticas
luego de la aplicacion de un protocolo de potenciacion a largo plazo (Harvey y Svoboda,
2007; Lee et al., 2009; Matsuzaki et al., 2004). A partir de esta ultima perspectiva, la
plasticidad sindptica podria interpretarse como un fenémeno homeostatico de contrapeso,
con el objetivo de mantener la estabilidad neuronal global (Turrigiano y Nelson., 2000;

Turrigiano., 2008; Pozo y Goda., 2010). Siendo la plasticidad sinaptica un correlato bioldgico
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de la memoria, consideraremos esta Ultima como cualquier perturbacién en un sistema,
causada por la estimulacion externa, que persiste después del cese de la estimulacion inicial
y altera la capacidad de respuesta del sistema a la estimulacion posterior. Asi, la memoria,
en los términos mas amplios, es una adaptacion al pasado (Kukushkin y Carew., 2017). Se
han caracterizado distintas clasificaciones de la plasticidad sinaptica. La distincion entre
plasticidad a corto, mediano y largo plazo se basa en los requisitos mecanicistas para su
formacion (Goelet et al., 1986). La plasticidad a corto plazo, denominada asi debido a que
dura solo algunos segundos, depende de las modificaciones postraduccionales de las
proteinas preexistentes y requeriendo sintesis de nuevas proteinas para su mantencion a
minutos y horas (Sutton et al., 2002), requiriendo de modificaciones genéticas para su
consolidacion a horas o mas tiempo (Kandel et al., 2014). Por otro lado, la plasticidad puede
expresarse como un aumento (potenciacion) o una disminucion (depresion) de la fuerza o
eficacia sinaptica. Asi, la plasticidad se puede expresar de manera presinaptica, postsinaptica
o ambas, con distintos tiempos de duracion (Kandel et al., 2014). Para llevar a cabo un
proceso de plasticidad, distintos eventos dentro y fuera de la célula deben ocurrir de manera
concertada en ajustados rangos de tiempo. En el caso de la plasticidad de neuronas
glutamatérgicas, los receptores NMDA son un importante regulador de este fendmeno de
coincidencia temporal. Su permeabilidad a iones de Ca*? permite la activacion de la cascada
intracelular descrita previamente en este capitulo. Para ello, el receptor debe estar expuesto
a glutamato y generar una despolarizacion de la membrana post-sinaptica (Markram et al.,
1997; Spruston et al., 1995; Yuste et al., 1999). Estos eventos deben ocurrir en una precisa
ventana de tiempo, utilizando formas de aumentar estos rangos de tiempo como por ejemplo
a través de potenciales de accion retro propagados (Blanke and VanDongen, 2009; Spruston

et al., 1995; Stuart et al., 1997), los cuéles generan una despolarizacion de mayor duracion
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que los potenciales axdnicos. Siendo el tiempo un factor importante en la induccion de la
plasticidad sinaptica y la memoria, la estimulacion externa de una sinapsis parece ser mas
proclive a generar aumento de la eficacia en la transmision cuando es deliberada en tiempos
especificos que cuando se hace de manera masiva (Smolen et al., 2016). Esta observacion
posee un correlato morfologico claro: el alargamiento de un set de espinas dendriticas es
mayor cuando la estimulacion se aplica con espacios temporales previamente determinados,
mejorando por consecuencia la efectividad sinaptica (Kramar et al., 2012; Lynch et al., 2013).
Una posible explicacion es que, a la estimulacion repetida y debidamente espaciada en
tiempo de una célula, la primera estimulacion generaria un efecto de cebado (priming) en las
espinas dendriticas, consoliddndose estas ultimas en las siguientes estimulaciones (Rex et al.,
2009). Si bien se desconocen las bases detras de este fendmeno, una posibilidad es que el
tiempo entre cada estimulacion (ej. 60-90 min) es suficiente para que se activen algunos
procesos de transcripcion como CREB (elementos de respuesta a AMPc) (Silva et al., 1998;
Kandel., 2001; Smolen et al., 2016). De esta manera, contrastar esta vision eminentemente
neuronal con el papel del astrocito en la plasticidad fisiologica y el desconocimiento de su
mal funcionamiento en la fisiopatologia de enfermedades como la epilepsia, permitird

comprender de manera mas precisa los mecanismos involucrados.

Astrocitos y plasticidad sinaptica
Mecanismos de comunicacion astrocito-neurona

El glutamato, ATP y D-serina son las principales moléculas neuroactivas reconocidas
como gliotransmisores (Gucek et al., 2012; Henneberger et al., 2012; Parpura and Haydon,
2009; Perea et al., 2009; Theis y Giaume, 2012). Se ha observado que la gliotransmision

mediada por glutamato, una de las mas estudiadas, puede inducir cambios plésticos en la
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transmision sinaptica. A nivel presinaptico, el glutamato astroglial actia sobre receptores
metabotrdpicos tipo 1 (mGluR1), siendo su liberacion espontanea un factor determinante en
el establecimiento de la probabilidad de liberacion (Pr) basal en sinapsis glutamatérgicas,
regulando ademas el umbral de induccion de plasticidad a largo plazo en hipocampo
(Bonansco et al., 2011). Ademas, la exocitosis vesicular Ca?'-dependiente de glutamato
astroglial produce potenciacion en sinapsis Unicas, a través de un aumento en la Pr mediada
por la activacion de receptores mGluR 1 en la presinapsis (Perea and Araque, 2007). Ademas,
se ha observado que la liberacion retrograda de endocanabinoides activa receptores tipo I de
canabinoide (CBiR) en los astrocitos, aumentando la incidencia de oscilaciones de Ca®
astroglial y con ello la liberacion vesicular del gliotransmisor glutamato (Min and Nevian,
2012; Navarrete and Araque, 2010). En el hipocampo, la liberacién de glutamato astroglial
mediada por la activacion de CB1R induce a través de la activacion de receptores NMDA
presinapticos potenciacion heterosinaptica a largo plazo (Navarrete and Araque, 2010). El
glutamato liberado desde los astrocitos también modula la transmision inhibitoria,
potenciandola a través de la activacion de receptores de kainato presindpticos (Liu et al.,
2004a); o deprimiéndola a través de la activacion mGluR de los grupos II y III ubicados en
los terminales sindpticos (Liu et al., 2004b). A nivel postsinaptico, el glutamato astroglial
actia sobre receptores NMDA extrasindpticos evocando corrientes de entrada lenta (SICs)
(Araque et al., 1998; Shigetomi et al., 2008; Alvarez-Ferradas et al., 2015), las cuales
sincronizan la actividad de grupos de neuronas piramidales en el hipocampo (Angulo et al.,
2004; Fellin et al., 2004), pudiendo incluso desencadenar el disparo de potenciales de accion
(Fellin et al., 2006), modulando asi la excitabilidad y sincronia neuronal. De esta manera la

evidencia indica que la gliotransmision constituye un elemento clave en la fisiologia del SN,
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modulando diferencialmente la plasticidad sindptica a corto y largo plazo mediante distintos
mecanismos (Parpura y Haydon, 2009; Perea et al., 2009; Zorec et al., 2012).
Mecanismos de comunicacion astrocito-astrocito

Diversas formas de sefializacion astrocito — astrocito han sido descritas, permitiendo
la propagacion de ondas de Ca** principalmente a través de dos vias: una intracelular, por
medio de difusion de IP3 via gap junctions (GJ) formadas por conexinas Cx43 y Cx30
(Enkvist y McCarthy, 1992; Scemes et al., 1998; Suadicani et al., 2004; Leybaert y
Sanderson, 2012); y otra extracelular, mediada principalmente por ATP y P2yR presentes en
la membrana de astrocitos vecinos (i.e.: P2yiR y P2y;R) (Hassinger et al., 1996; Guthrie et
al., 1999; Cotrina et al., 2000; Gallagher y Salter, 2003; Weissman et al., 2004; Suadicani et
al., 2006; Bowser and Khakh, 2007; Kang et al., 2008; Di Castro et al., 2011; Torres et al.,
2012). La senalizacion inter-astrocito mediada por ATP y P2yR es considerada la principal
via de propagacion de ondas de Ca®* (Guthrie et al., 1999; Cotrina et al., 2000; Stout et al.,
2002; Sul et al., 2004; Suadicani et al., 2006; Bowser y Khakh, 2004, 2007; Torres et al.,
2012; Pascual et al., 2012). Se ha observado que el ATP astroglial puede liberarse al medio
extracelular a través de exocitosis vesicular Ca**-dependiente (Bowser and Khakh, 2007;
Zhang et al., 2007), mediada por HC formados por Cx43 y Cx30 (Cotrina et al., 1998; Stout
et al., 2002; Kang et al., 2008; Orellana et al., 2011; Torres et al., 2012). Al alcanzar el medio
extracelular, el ATP permite la regeneracion de la oscilacion de Ca** en astrocitos vecinos
mediante la activacion P2yiR y P2y2R, los cuales inician una cascada de sefalizacion
canénica mediada por PLC/IP3 y permiten la liberacion de Ca?" desde el reticulo
endoplasmatico (Salter and Hicks, 1995; Venance et al., 1997; Gallagher and Salter, 2003;
Di Castro et al., 2011), provocando la liberacion de gliotransmisores (Verderio and Matteoli,

2001; Domercq et al., 2006; Pascual et al., 2012; Cali et al., 2014). Junto con ello, se ha
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observado que la velocidad y radio de propagacion de la onda de Ca®* depende del tipo de
receptor purinérgico y del ligando involucrado (Gallagher y Salter, 2003), lo cual sugiere que
los astrocitos son capaces de discriminar la actividad sinaptica de la producida por astrocitos

vecinos (Perea et al., 2009)..

Funcion de los astrocitos en la actividad sinaptica

Los astrocitos son un tipo de célula clasificada como macroglia que presentan un
pequeiio soma del cudl emergen procesos en multiples direcciones que caracterizan su forma
estrellada (Ramoén y Cajal, 1909; Peters et al., 1991). Se unen entre si por gap junctions (GP),
a través de conexina 30 (Cx30) y conexina 43 (Cx43; Jabs et al., 2008) y forman contactando
con vasos sanguineos la barrera hematoencefilica (Sofroniew and Vinters, 2010). Algunos
astrocitos presentan trasnportadores de glutamato (i.e.: astrocitos GluT) o canales i6nicos
(i.e.: astrocitos GluR). Estos ultimos se caracterizan por recibir entradas sindpticas de
neuronas GABA¢érgicas y glutamatérgicas (Jabs et al., 2008). Mas alld de las funciones
clasicas de los astrocitos asociadas a ser parte de la barrera hematoencefalica, el control de
la concentracion de algunas moléculas a nivel extracelular y ser una célula de sosten en el
SNC, se ha reportado sistematicamente que los astrocitos modulan la transmision sindptica
(Araque et al., 1998; Kang et al., 1998; Zhang et al., 2003; Bezzi et al., 2001; Perea and
Araque, 2007; Jourdain et al., 2007), la plasticidad sinaptica (Henneberger et al., 2010;
Bonansco et al., 2011; Min and Nevian, 2012) y la excitabilidad sinaptica (Angulo et al.,
2004; Fellin et al., 2004, 2006; D’Ascenzo et al., 2007) a través de la liberacion Ca?*-
dependiente de gliotransmisores como glutamato, ATP y D-serina. Como consecuencia de lo
anterior es que se acuild, a finales de los 90°, el concepto de sinapsis tripartita (Araque et al.,

1999). Ademas, hoy los astrocitos se han relacionado con entre otras funciones la regulacion
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de fibras colinérgicas septales en el hipocampo, claves en procesos de aprendizaje (Pabst et
al., 2016), y la transferencia de particulas de mitocondria desde el astrocito hacia neuronas
vecinas en condiciones patoldgicas, contribuyendo a través de mecanismos hasta hoy
desconocidos a la neuroproteccion (Hayakawa et al., 2016). Como los astrocitos no son
células eléctricamente excitables, utilizan variaciones de las concentraciones citosolicas de
Ca®* para enviar sefiales a otras células (Zorec et al., 2012; Parpura and Verkhratsky, 2012).
Estas oscilaciones de Ca*' astroglial ocurren en respuesta a la liberacion tanto de
neurotransmisores como de gliotransmisores debido a la presencia de receptores
metabotropicos (i.e.: mGluRs, GABAg, P2y, mAChRs, Ai.3) e ionotrdpicos (i.e.: NMDA,
AMPA, P2X, GABAA) en la astroglia (Parpura and Haydon, 2009). Esto permite enviar
senales desde y hacia neuronas vecinas y otros astrocitos (Volterra et al., 2014). En el caso
de los receptores metabotropicos acoplados a proteina G (GPCRs) su activacion provoca la
sintesis de fosfolipasa C lo cudl genera un aumento de la produccion de inositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3) en el citosol del astrocito, permitiendo que el Ca** difunda desde el reticulo
endoplasmatico hacia el citoplasma a través de receptores IP3 (Salter and Hicks, 1995; Parri
and Crunelli, 2003; Di Castro et al., 2011). Asi, el aumento de Ca?" intracelular genera la

liberacion de gliotransmisores (Araque et al., 2000; Zhang et al., 2007).

Funcion de los astrocitos en la plasticidad sindptica y la potenciacion a largo plazo

Los astrocitos pueden mediar el desarrollo neuronal, el metabolismo de distintos iones
y neurotransmisores, ademas de inducir la trasmision de sefiales nerviosas (Banerji et al,
1980; Ephrussi et al, 1985; Singh et al, 1986; Kimelberg, 2010; Araque et al, 2014). De
acuerdo con los mecanismos ya descritos, el aumento del Ca?" proveniente desde los

astrocitos es capaz de modular la probabilidad de liberacion y evocar plasticidad a largo plazo
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en sinapsis del hipocampo, sin necesariamente modificar la sensibilidad post-sinaptica (Perea
& Araque., 2007). La inclusion de los astrocitos en los procesos de plasticidad sinaptica
extiende el concepto clasico de aprendizaje "Hebbiano" (Hebbian learning), considerando un
nuevo actor en la relacion pre y post-sindptica, ahora considerando el contexto de una sinapsis
tripartita (Araque et al., 1999). Si bien en un principio al describir el rol de los astrocitos en
la plasticidad sinaptica era referido como menor, hoy es sabido que través de la liberacion de
ATP, glutamato y p — serina (Zhang and Haydon., 2005) es cada vez mas protagonista.
Henneberger et al., 2010 describieron la necesidad de la liberacion de p — serina originaria
de los astrocitos para el establecimiento de la LTP en sinapsis hipocampales. La p — serina
funciona como agonista de las uniones de la glicina en receptores NMDA y es liberada a
través de ondas de Ca?* en astrocitos del hipocampo (Mothet et al., 2000; Mothet et al., 2005).
Con ello, la liberacion de glutamato es fundamental para el establecimiento de la LTP
(Diamond J et al, 1998; Kandel E, 2001), activando receptores NMDA, estimulando la
liberacion de monofosfato de adenosina ciclica (cAMP), uniendose esta a proteinas CREB y
activando proteinas quinasas (CaMKII) que promoveran al insercion de nuevos receptores
tipo AMPA. Ademas del ATP y sus metabolitas sefialados anteriormente, se han descrito
otras moléculas liberadas desde los astrocitos las cuales han sido implicadas en fendmenos
de plasticidad neuronal. La efrina-A que promueve la retracion de las espinas dendriticas y
la efrina-B que regula la liberacion de D-serina, entre otras (Ota Y et al, 2013). Desde una
perspectiva morfologica, los astrocitos pueden influir en la formacion de sinapsis (Ullian et
al., 2001), a través de la liberacion de Apolipoproteina E (ApoE) y factores neurotroficos
derivados del cerebro (BNDF), entre otros (Elmariah et al., 2005). Junto con ello, se ha
observado que los astrocitos tienen un rol en la traslocacion de AMPAR gracias a la

liberacion de factores de necrosis tumoral (TNFa) (Kaneko et al., 2008). Ademas, los
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astrocitos son importantes para la maduraciéon y la sobrevida de espinas dendriticas,
haciéndolas mas estables, contribuyendo a mantencion de la LTP (Nishida & Okabe., 2007).
Recientemente se observo que la estimulacion de los astrocitos en el hipocampo de ratones
no so6lo es necesaria para la inducciéon de LTP NMDA-dependiente, si no que puede ser
incluso suficiente para una mejora en tareas de memoria espacial y episoddica (Adamsky et
al., 2018). En conjunto, estos antecedentes sugieren que los astrocitos pueden identificar de
forma auténoma informacion especifica de la tarea basada en la actividad neuronal vecina,
comunicandose nuevamente con el circuito neuronal. Estos antecedentes permiten considerar
entonces al astrocito como una célula excitable, que responde de manera activa a la actividad
neuronal, capaz de modular la excitabilidad y transmision sinaptica, participando de manera
activa en los mecanismos implicados en la plasticidad neuronal y la organizacion de los

circuitos neuronales.

Epilepsia y plasticidad sinaptica
Fisiopatologia de la epilepsia

La epilepsia es un trastorno que se caracteriza por interrupciones recurrentes y
abruptas del funcionamiento cerebral, llamadas crisis epilépticas. Estas ltimas son estados
de actividad eléctrica anormal, breves, con un claro inicio y final, ademas de asociarse a una
respuesta conductual, sensorial, motora y/o autonémica evidente (Fisher et al., 2005). En el
caso de la epilepsia implica usualmente una correlacion electroencefalografia (EEG) sumado
a la presencia de una predisposicion a generar otras crisis epilépticas (Fisher et al., 2014).
Clinicamente es una enfermedad de la cual se han descrito mas de 40 tipos distintos (ILAE.,
1989) agrupados en parciales y generalizados segin la cantidad de estructuras cerebrales

involucradas y la presencia o no de pérdida de conciencia, estando ausente es la de tipo
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parcial. Al menos el 10% de las personas han experimento una crisis epiléptica durante su
vida y es la tercera enfermedad neurologica de mayor prevalencia a nivel mundial, afectando
al menos a 65 millones de personas en el mundo (Hauser & Beghi., 2008; Ngugi et al., 2010).

De las estructuras cerebrales involucradas en la epilepsia tanto el neocortex como el
hipocampo son proclives al desarrollo de condiciones favorables para la aparicion de crisis
epilépticas. Dentro de estas condiciones estd la presencia de multiples conexiones
excitatorias de tipo recurrencial, la necesidad de regulacion inhibitoria sobre estas redes
excitatorias y la capacidad de estas redes de hacerse mas fuertes o débiles tras estimulacion
eléctrica repetida (Jefferys et al., 1998; Delgado-Escueta et al., 1999). En EEG el correlato
basico de una crisis epiléptica es la actividad inter-ictal (entre crisis) en forma de espigas
(spikes). Caracteristicamente son breves (80-200 ms), alargadas y con la forma ya
mencionada. En la mayoria de las oportunidades reflejan el foco de inicio epileptogénico. El
correlato intracelular es un cambio despolarizante de tipo paroxistico (paroxysmal
depolarizing shift, PDS), producido usualmente en neuronas de tipo piramidal y asociado a
un aumento de la excitabilidad neuronal o de un desbalance entre la actividad excitatorias e
inhibitoria de neuronas GABA¢rgicas usualmente (Mody., 1998; McCormick & Contreras.,
2001). En el caso del hipocampo existen abundantes conexiones desde las células granuladas
hasta neuronas piramidales en CA3, relevando a neuronas piramidales en CA1, sumadas a
extensas conexiones recurrentes y comisurales entre ambos hipocampos y hacia cortezas
entorrinales y subiculum (Freund & Buzsaki., 1996). Esta compleja estructuraciéon que
funcionalmente permite realizar diversas tareas cognitivas genera una condicion altamente
sensible a verse afectada por desbalances de la actividad exitatoria/inhibitoria y a su
propagacion hacia otras estructuras. Otra condicion que favorece esta actividad aberrante es

la capacidad que tienen las neuronas piramidales en el hipocampo, especialmente en CA1,
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de generar rafagas (burst) de potenciales de accion a altas frecuencias en su soma y/o en el
cono axonico provisto de abundantes canales de Na“ dependientes de despolarizacion (Azouz
et al., 1996). A consecuencia de esta sobre activacion excitatoria se produce una
amplificacion de las respuestas post-sinapticas excitatorias (EPSPs), que, generadas en alta
frecuencia, pueden producir una suma temporal e incrementar la efectividad sinaptica. A
través de conexiones axdnicas colaterales, estos burst pueden excitar otras neuronas vecinas,
dando origen a una red de neuronas que pueden generar una activacion recurrencial
excitatoria (Markram., 1997). Si esta actividad ocurre en los tiempos correctos, es capaz de
generar alta sincronia en la activacion excitatoria de dichas redes (Miles et al., 1983; Traub
et al.,, 1993; Jiruska et al., 2010; Staba & Bragin., 2011). Un factor importante en la
predisposicion a generar esta hiperactividad excitatoria y en su regulacion es la concentracion
de diversos iones en el medio extracelular. Asi, se ha observado que posterior a la actividad
sinaptica en burst aumenta la concentracion de K*y disminuye la de Ca?* (Heinemann et al.,
1977; Jensen & Yaari., 1997). Este ultimo mecanismo involucrado permite considerar
factores peri-sinapticos en la actividad epileptiforme. El termino de la actividad tipo bursting
ha sido asociado a la activacion de corrientes de salida de K* y a la inactivacion de corrientes
de entrada (Alger & Williamson., 1988). Existen variados tipos de canales de K* segun su
activacion, cinética y sensibilidad a segundos mensajeros (Ca**) como el caso de corrientes
Ic e Ianp. (Vergara & Latorre et al., 1998) relacionados con la generacion de prolongados
periodos de hiperpolarizacion posterior a bursting (Schwindt et al., 1989; Sanchez-Vives et
al., 2000). Otros mecanismos importantes en el control de estos burst o rafagas en neuronas
piramidales excitatorias es la activaciéon de conductancias tanto receptores GABAA como
GABAB (McCormick., 1989; Scanziani et al., 1994). Dentro de su fenotipo, la epilepsia

puede alterar el aprendizaje tanto desde una perspectiva bioldgica como cognitiva/conductual
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(Hannenson et al., 2000; Mortazavi et al., 2005), no s6lo modificando el funcionamiento
neuronal, si no ademas gliales e interesantemente astrociticos.
Epilepsia del lobulo temporal (ELT)

Como se mencion6 anteriormente, existen diversos tipos de epilepsia, siendo la ELT
una de las de mayor prevalencia y resistencia farmacologica (Wieser et al., 2004). Dentro de
las estructuras involucradas se ha determinado al sistema limbico y particularmente el
hipocampo, la corteza entorrinal y la amigdala como las zonas de mayor alteracion
(Bartolomei et al., 2005). Ademas, suele encontrarse esclerosis hipocampal unilateral como
producto de la atrofia, la perdida de neuronas piramidales, proliferacion patologica de
interneuronas y gliosis asociada (Mathern et al., 1997). Dentro de los cambios estructurales
presentes en la ELT destacan los brotes de fibras musgosas provenientes de células
granulares. Estas fibras aberrantes inervarian células inhibitorias tipo basket cells localizadas
en la capa granulosa del hipocampo, disminuyendo la excitabilidad neuronal (Sloviter et al.,
2006). Otro cambio importante es la gliosis reactiva (Devinsky et al., 2013) asociada no solo
a un estado ya avanzado, sino también al inicio y desarrollo de la epilepsia (epileptogénesis)
(Ortinski et al., 2010; Robel et al., 2015). La activacion microglial es uno de los primeros
cambios observados, siendo capaz de ser detectada desde el inicio de status epilépticos,
activar astrocitos y modular la actividad neuronal en la epilepsia (Eyo et al., 2017). La
microglia puede ser activada a través de moléculas de ATP (utilizando receptores P2Y2) y
algunos neurotransmisores liberados por células dafiadas como neuronas, astrocitos y células
endoteliales (Glutamato, BDNF, entre otros) (Rodgers et al. 2009; Trang et al., 2009). Otras
modificaciones que ocurren en los procesos epileptogénicos y su cronicidad pueden
involucrar cambios genéticos. Entre los mas destacados esta la sobre-regulacion de genes a

asociados a canales tipo T de calcio (e.g Cav3.2) (Dezsi et al., 2013) y mutaciones en canales
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de Na' voltaje dependiente (Catterall., 2012). De manera paralela, otros mecanismos
involucrados se asocian a la liberacion desde los astrocitos de neuro-esteroides que
promueven la inhibicion de receptores GABAA como el allopregnanolone (Biagini et al.,

2013) en la epileptogénesis al parecer claves en el establecimiento de la ELT.

Plasticidad sinaptica y potenciacion a largo plazo en la ELT

Producto de la re-organizacion anatomica y funcional que sufren producto de la
epilepsia estructuras limbicas y paralimbicas, con especial atencidon en el hipocampo, se
desarrolla ademds una modificacion en las propiedades de las membranas celulares en las
células involucradas. Dentro de estas modificaciones, tanto receptores metabotropicos como
ionotrdpicos se pueden ver alterados y modificar asi la plasticidad sinaptica de dichas células
(Morimoto et al., 2004). La ocurrencia de frecuentes crisis convulsivas puede producir
fendmenos plasticos que conducirdn a un proceso epileptogénico en el cerebro, que con el
tiempo aumentara la intensidad de las crisis afectando a neuronas glutamatérgicas y a
interneuronas GABA¢érgicas, observado por ejemplo en modelos in vitro (Bausch et al.,
2006; Lopantsev et al., 2009). En el caso de las neuronas inhibitorias GABAérgicas se ha
reportado en distintos modelos animales, como también en humanos, una disminucién de la
densidad de receptores ionotropcios GABA4 asociado a procesos de re-estructuracion post
crisis convulsivas (Gibson et al., 2010; Thom et al., 2002). En el caso de los receptores
NMDA se han observado al alza en hipocampos de pacientes con ELT post mortem,
especialmente receptores NMDA ricos en subunidades NR2A y NR2B (Mathern et al., 1999;
DeMoura et al., 2012; Wearick-Silva et al., 2019). Diversos estudios han puesto su atencion
en el rol que tiene el aumento en la eficacia de la transmision glutamatérgica como uno de

los mecanismos principales detras de la epilepsia (Mori y Wada., 1987; Ueda et al., 2000).
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Sin ir mas lejos, la estimulacion con glutamato puede producir descargas tipo epilépticas y si
es de manera repetitiva un tipo de kindling (kindling glutamatérgico) (Croucher y Bradford.,
1989; Croucher and Bradford., 1990%). Se ha reportado que la aplicacion de NMDA aplicada
previamente a un kindling eléctrico, en un animal sin convulsiones, facilitara a posterior la
induccion de la actividad tipo epiléptica (Croucher et al., 1997). Desde esta perspectiva y
considerando cémo la mejora en la eficacia sinaptica, glutamatérgica especialmente, facilita
la induccion de la epilepsia en modelos animales, es posible considerar la epileptogénesis
como un proceso patologico de plasticidad sindptica y re organizacion morfofuncional del
cerebro. Finalmente, se ha observado que la inducciéon de modelos epilépticos en ratas ha
incrementado de manera la amplitud de EPSP poblacionales en el sistema limbico (Racine et
al., 1972; Douglas y Goddard, 1975; Sutula y Steward, 1986; Maru y Goddard, 1987a; de
Jonge y Racine, 1987).
Epilepsia y astrocitos
Rol de los astrocitos en la epileptogénesis y los modelos epilépticos

Tal es la importancia que tienen los astrocitos en el funcionamiento normal del
sistema nervioso central que cualquier disrupcion a este puede modificar el comportamiento
glial y especificamente en los astrocitos. Durante los ultimos afios se han reportado diversos
estudios en enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica y epilepsia (Tian et al.,
2005; Maragakis and Rothstein, 2006; Vargas and Johnson, 2010; Vincent et al., 2010;
Carmignoto and Haydon, 2012; Parpura et al., 2012), relacionando los astrocitos con estas
heterogéneas entidades semioldgicas. Un hallazgo comiin en numerosas alteraciones del
SNC es la astrogliosis reactiva, la cual evidencia hipertrofia e hiperplasia astroglial,
alteraciones metabolicas y cambios en la expresion de proteinas (Sofroniew and Vinters,

2010). En la enfermedad de Alzheimer por ejemplo utilizando modelos animales, se ha
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demostrado in vivo que la actividad basal Ca**-dependiente de la red astroglial se encuentra
aumentada, observandose una hipersincronia astrocitica acompafiada de un aumento en la
incidencia de ondas de Ca*" (Kuchibhotla et al., 2009). Se ha sugerido recientemente que
aquello requiere de la liberacion de ATP astroglial a través de hemicanales (HC) formados
por Conexinas (Cx) y la activacion de receptores purinérgicos tipo P2yiR, los cuales estan
sobreexpresados en astrocitos reactivos (Delekate et al., 2014). Los P2yiR son receptores de
tipo metabotropicos ubicados en la membrana de diversos astrocitos, activados por vias
extracelulares que permiten la propagacion de ondas de Ca** previamente descritos (Kang et
al., 2008; Di Castro et al., 2011; Torres et al., 2012). La facultad que tiene el astrocito de
regular la transmision sinaptica (Bonansco et al.,, 2011) y la abundante evidencia que
posicionan a las alteraciones gliales en el marco de la epilepsia y la epileptogénesis
(Devinsky et al., 2011; Ortinski et al., 2010; Robel et al., 2015; Boison et al., 2016;
Steinhduser et al., 2016), sugieren el rol que tiene el astrocito en la epileptogenesis.
Considerando la importancia en procesos plasticos de la comunicacion astrocito-neurona y
las vias de sefializacion astrocito-astrocito indicadas, en el cerebro epiléptico, los astrocitos
reactivos exhiben diversos cambios en la expresion de proteinas que regulan las sefales
purinérgicas y la concentracion de ATP y sus metabolitos (Cx43, Panx1, P2r, entre otros)
(Gouder et al., 2004; Cieslax et al., 2017). De hecho, evidencia reciente sugiere que algunos
cambios en la sefializacion purinérgica puede estar asociada de manera especifica a la
fisiopatologia epiléptica y a la generacion de crisis convulsivas (Ding et al., 2007; Santiago
et al., 2011; Pascual et al., 2012; Alves et al., 2017), observandose un patréon anormal en las
sefiales de Ca®* astrogliales en el hipocampo de ratas bajo un modelo de epilepsia cronica,
requiriendo la actividad de HC de Panx1 y P2Y R, siento este ultimo probablemente el

gatillante de las ondas anormales de Ca*" (Welllmann et al., 2018). Otros estudios realizados

30



en cultivos de corteza fetal humana han observado que las sefiales de Ca** mediadas por ATP
son principalmente controladas por receptores PDY, sin contribucion de receptores PDX
(Muller et al., 2017). Al parecer las alteraciones en esta familia de receptores purinérgicos
no se limita a la propagacion de sefiales de Ca** anormales que modifican la interaccion con
neuronas vecinas, si no que también en modelos epilépticos al parecer son claves en la
sinaptogénesis de este fendmeno, regulando la sefalizacion de ciertas vias fundamentales

para este proceso (TSP-1/TGF-f1) (Sun et al., 2018).

Modelos de induccion de la actividad tipo epiléptico y de la epileptogénesis

La creaciéon de modelos que simulen actividad epileptiforme en animales para su
estudio ha sido fundamental en el conocimiento actual de la enfermedad y su fisiopatologia.
Los dos modelos més utilizados son los de induccion de un estado epiléptico y el kindling.
Ambos han provisto informacion sobre cémo en la epilepsia se producen cambios a largo
plazo en el funcionamiento sindptico, como por ejemplo cambios en mRNA, en los
neurotransmisores, receptores, canales i6nicos, mensajeros intracelulares y cambios
neurotroficos (Morimoto et al, 2004). Los modelos de estado epiléptico mas utilizados es la
induccion de agentes convulsivantes como el kainato, picrotoxina y la pilocarpina (Loscher,
2002) o en otros casos el uso de 4-aminopiridina (4-AP) (Perreault y Avoli, 1992). Estos
farmacos ademads son usualmente utilizados en el caso de estudios in vitro en presencia de
una solucion de registro que favorezca la probabilidad de liberacién excitatoria como en
soluciones libres de Mg?. En cuanto al kindling es un método que utiliza la
electroestimulacion de estructuras cerebrales y es uno de los pocos métodos epileptogénicos,
es decir que logra el desarrollo crénico de un estado epiléptico (Goddard, 1967; Racine,

1972b), siendo mas preciso en el control y la progresion de un foco epiléptico (Goddard,
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1969). Una pregunta ampliamente buscada en estas investigaciones es como determinar de
manera funcional la actividad epileptiforme mas alla de los registros eléctricos. Una solucion
a esto ha sido el marcaje de *C-2-desoxiglucosa (Handforth & Ackermann, 1995) y el de C-
Fos con mayor especificidad en relacion con las regiones de activacion neuronal durante
fenomenos epileptiformes (Dragunow and Robertson, 1987). Durante etapas tempranas del
kindling en estructuras limbicas la expresion de c-fos se limita al hipocampo de manera
bilateral (Sato et al., 1998), sugiriendo que la extension a estructuras externas es un proceso
que involucra conectividad funcional. En la medida que los fenémenos epileptogénicos
progresan, una de las primeras estructuras cerebrales en aumentar la expresion de c-fos es la
corteza piriforme, sugiriendo un rol clave en reclutar la circuiteria clave para llegar a otras
estructuras, como por ejemplo la corteza motora. En el caso especifico del kindling inducida
por estimulacion de la amigdala basolateral las primeras estructuras en aumentar su
activacion son el nucleo amigdaliano y cortezas piriformes, insulares, perinasales y
endopiriformes (Sato., 1998). El hipocampo en estos ultimos modelos no es crucial en la
generalizacion de la actividad epileptiforme, siendo ocasional la expresion de niveles mas
altos de c-fos (Dragunow et al., 1988; Clark et al., 1991; Hosford et al., 1995; Ebert and
Loscher, 1995b; Sato et al., 1998). Atn asi, dada su suceptibilidad enddgena, el hipocampo
expresa cambios de excitabilidad propios del foco epileptogénico.

Existiendo distintos métodos en el kindling que varian en el tiempo utilizado y en la
intensidad del estimulo, clasificados como sub-umbral y supra-umbral. Comunmente los
protocolos sub-umbral son de lenta aplicacion y mantienen relativamente intactas las
estructuras estimuladas. En cuanto a los protocolos supra-umbral si bien no poseen esta
caracteristica, tienen la ventaja de ser de rapida aplicacion (Morimoto et al, 2004) en el

trabajo propuesto se utilizard un método recientemente publicado de induccion rapida de
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kindling que ademas trabaja con intensidad sub-umbral (Morales J et al, 2014) y que a través

de la estimulacion eléctrica periddica de la amigdala se logra un modelo crénico de ELT.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En resumen, las evidencias planteadas en los parrafos anteriores, indican que:

e La plasticidad sinaptica es un fendmeno tripartito donde los astrocitos tienen un rol
fundamental en su induccién y expresion.

e La epilepsia de lobulo temporal es una forma aberrante de plasticidad sindptica la
cual puede afectar la capacidad de expresar LTP.

e Los astrocitos participan activamente en la generacion y mantencion de la actividad
epiléptica.

Por lo que la problematica central de este estudio es:

;. Contribuyen los astrocitos reactivos en las alteraciones de la induccién de LTP en neuronas

piramidales hipocampales en un modelo de epilepsia de 16bulo temporal en rata adulta?

Hipotesis
La hiperexcitabilidad astroglial en el hipocampo epiléptico de ratas adultas afecta la
induccion de LTP en neuronas piramidales de CA1.
Objetivo general
Determinar la participacion de la actividad astroglial en la induccion de LTP en el
hipocampo epiléptico de ratas adultas.
Objetivos especificos
e Evaluar la induccion de la LTP en neuronas glutamatérgicas del hipocampo epiléptico

e Evaluar la actividad astroglial en las neuronas glutamatérgicas del hipocampo epiléptico
durante la inducciéon de LTP

e Evaluar la participacion de la sefializacion astroglial Ca** dependiente durarante la
induccion de LTP en el hipocampo  epiléptico
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METODOLOGIA

Todos los procedimientos y el cuidado de los animales fueron realizados de acuerdo
a las normas del Comité de Etica y Cuidado Animal de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso y el NIH (EE.UU.).
Cirugia estereotdxica

Ratas macho Spague-Dawley (p35) fueron anestesiadas y sometidas a cirugia
estereotaxica para la implantacion de electrodos (Greenwood et al., 1991; Corcoran et al.,
2011). Se implantd6 un electrodo de estimulacion/registro en el complejo amigdalino
basolateral derecho y dos pares de electrodos de registro bilaterales en la corteza motora
primaria (Br. -2.12 mm, ML. £2.0 mm, DV. 1.5 mm) y en la corteza visual (Br. -6.12 mm,
ML. £ 2.5 mm, DV. 1.5), ello de acuerdo a lo indicado en el atlas de cirugia estereotaxica
de Paxinos y Watson (1998). Luego de la cirugia los animales tuvieron a lo menos una
semana de recuperacion, para posteriormente ser sometidos al protocolo de kindling. Se les
proporcioné a las ratas acceso a alimento y agua ad-libitum antes, durante y luego de todo

procedimiento experimental.

Protocolo de kindling

Para la induccién de epileptogénesis se utilizé un protocolo de kindling rapido (RK)
desarrollado en nuestro laboratorio. Por tres dias se aplicaron 10 trenes diarios de pulsos de
corriente cuadrados bifasicos a intensidad debajo del umbral de postdescarga (AD) (Morales
etal.,2014). Las ratas sometidas al protocolo RK exhiben actividad epileptiforme progresiva,
la cual se propaga por el cerebro y se acompafia de convulsiones que evolucionan en
severidad en paralelo a la actividad epiléptica. Las AD fueron monitoreadas utilizando

electrocorticografia (ECG), mientras que las convulsiones fueron evaluadas utilizando la
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escala conductual de Racine (Racine, 1972). Las ratas fueron consideradas como epilépticas
(i.e.: fully kindled o kindleadas) luego de haber sufrido al menos cinco crisis epilépticas
generalizadas consecutivas (i.e.: estados de Racine 4 y 5) acompaniadas de AD de larga
duracion (Morales et al., 2014). Bajo estas condiciones, tanto estructuras mesolimbicas como
corticales son consideradas tejido epiléptico, incluida la formacion hipocampal (Morales et
al., 2014). El grupo control (CT) considerd ratas sham, sometidas a cirugia estereotaxica para
la implantacion de electrodos sin haber sido estimuladas posteriormente, y ratas control.
Importante es mencionar que no se observaron crisis ictales o interictales espontaneas en
rebanadas de hipocampo de ratas kindleadas, a pesar de exhibir las neuronas piramidales una
mayor excitabilidad en comparacion con ratas sham y controles. Debido a que no se observo
diferencia entre los grupos sham y control en ninguno de los procedimientos realizados, los
datos de ambas poblaciones fueron agrupados y considerados como un solo grupo control.
Obtencion de rebanadas de hipocampo

Los registros in situ se llevaron a cabo utilizando rebanas coronales de hipocampo
obtenidas segin se especifica en Bonansco et al., (2002) y Fuenzalida et al., (2009). El
cerebro fue rapidamente removido por craneotomia y sumergido en liquido cerebroespinal
artificial (LCA) frio (<4°C) a pH 7.4 estabilizado mediante burbujeo de gas carbogeno (95%
02 — 5% CO»). La composicion del LCA (mM): 124.0 NaCl, 2.7 KCl, 1.25 KH;POs, 2.0
Mg>SOy4, 26.0 NaHCO3, 2.5 CaCl y 10.0 glucosa. Utilizando un vibratomo (Pelco 3000, St.
Louis, MO.) se obtuvieron rebanadas transversales de hipocampo (300 — 400 um), las cuales
fueron incubadas en LCA (>1h) a temperatura ambiente. En algunos casos las rebanadas
fueron obtenidas utilizando una solucion de corte a base de sucrosa (en mM): 215.0 sucrosa,

2.5 KCl, 20.0 glucosa, 26.0 NaHCOs3, 1.6 NaH,PO4, 1 CaCl,, 4 MgCl and 4 MgSOs saturada
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con 95% 02/5% CO». Posteriormente las rebanadas fueron transferidas y fijadas a una camara
de registro (2 ml) fijada bajo un microscopio (FN100 IR; Nikon Inc.; Japan) equipado con
un objetivo 40X de inmersion en agua y dispositivos para la captura de imagenes en infrarrojo
y de contraste por interferencia diferencial. Las rebanadas fueron perfundidas con LCA
(2ml/min) burbujeado con gas carbogeno y mantenidas a temperatura ambiente (21-24°C).
Registros electrofisioldgicos

Utilizando la técnica de registro de campo se realizaran registros electrofisiologicos
extracelulares en el stratum radiatum de CAl. Para medir potenciales post-sinapticos
excitatorios de campo (fEPSP) se emplearon pipetas de 3-5 MQ rellenas con solucion ACSF
del medio y amplificadas. La estimulacion fue realizada con electrodos concéntricos (platino
/1iridio, 125 pm OD didmetro; FHC Inc.). Para monitorear los cambios de la amplitud de los
fEPSP se aplicaron pulsos simples aplicados cada XX s. Para evaluar posibles cambios
presinapticos se utilizo un protocolo de pulsos pareados convencional (tiempo inter-estimulo
de 80 ms, duracion 100 ps, aplicado cada XXs), midiendo el indice de pulsos pareados (PPR),
como la razon entre la amplitud del fEPSP al primer estimulo dividido por amplitud al
segundo estimulo (i.e.: R2/R1). Ademas se obtuvo el procentaje de cambio, siendo el registro
basal el 100% comaparado.

Para la induccién de LTP se usaron dos tipos de protocolo de estimulacion; TBS y
HFS. en campo fue a través de 5 trenes de 100 Hz, 500 ms de duracion, separados entre 200
ms — 500 ms y un ancho de cada pulso de 100 us (Christie BR ey al., 1994). . Ademas, se
realizaron registros electrofisiologicos intracelulares (EPSC) utilizando la técnica de patch
clamp en configuracion whole cell de neuronas piramidales CAl del hipocampo, en

configuracion de voltage clamp. Se emplearon pipetas de 3-5 MQ rellenas con solucion
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intracelular ajustada a pH 7.2 y conectadas a un amplificador EPC-7 (Heka instruments). La
composicion de la solucion intracelular fue gluconato de potasio: 32.5 KCl, 10.0 HEPES, 1.0
MgCl> 6H20, 5.0 EGTA, y 4.0 Nax-ATP. En esta configuracion el protocolo de induccion
de la LTP, tanto en los experimentos de induccion simple como en los de saturacion de la
LTP, consistio en una estimulacion a ritmos theta (theta burst stimulation o TBS) de 10
rafagas de 5 pulsos cada una, cada 200 ms. Esto fue realizado en 10-12 ocasiones cada 30
segundos (Abraham et al., 1997). La medicion de los EPSP fue través de pulsos simples de
similares caracteristicas para evitar la aparicion de corrientes de accion. Todos los protocolos
experimentales fueron llevados a cabo luego de un periodo de 5 a 10 minutos de
estabilizacion después de haber alcanzada la configuracion whole-cell. En esta configuracion
ademas se realizaron test de saturacion que consistio en la aplicacion de un segundo protocolo
de TBS (TBS2) 30 minutos después del TBS1. Todas las células en donde se observé un

cambio superior al 20% en la resistencia de acceso (Ri) fueron descartadas del andlisis.

Registro de las oscilaciones de Ca** astroglial

Las oscilaciones espontaneas de Ca?" astroglial fueron monitoreadas mediante
microscopia de fluorescencia utilizando una camara de registro CCD Andor DR-328G. Fluo-
4 AM fue empleado como indicador de calcio, aplicado por bulk-loading. El control de la
adquisicion de las iméagenes se llevo a cabo utilizando el software Nis-Elements AR 3.1
(Nikon). En breve, para identificar los astrocitos en el hipocampo se incub6 con el marcador
morfoldgico sulforrodamina 101 (SR101; 0.5-1 uM) (Kafitz et al., 2008) durante 20 — 30
minutos en LCA bajo en Ca*' (alto en Mg®") a 32-34°C. Luego las rebanadas fueron
transferidas a una cdmara de mantencién con LCA regular durante 30 min. Posteriormente

se les transfirid a una camara de incubacion con Fluo-4 AM (5 - 10 uM) disuelto en LCA
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regular durante 75 minutos a temperatura ambiente. Para preparar el Fluo-4 AM se utilizaron
4ul de DMSO y 3ul de 4cido plurénico (20% en DMSO), anadidos directamente a un vial de
FLOU4-AM; 1-2 pl de la solucién fueron aplicados directamente al hipocampo. Bajo estas
condiciones la gran mayoria de las células cargadas con Fluo-4 AM son astrocitos (Aguado
et al., 2002; Navarrete and Araque, 2008).

Las células fueron iluminadas (4area de 36700 um?) con una lampara de xenon a 490
nm a una frecuencia de 1 Hz durante 5 minutos y el tiempo de exposicion, regulado por un
obturador (Lambda SC Smart shutter, Sutter Instrument Company). Se utilizaron los software
Niss-Elements AR 3.2 (Nikon, Japan) para el control de la adquisicion de imagenes y el
andlisis off-line, y pClamp de Molecular Devices (USA) para la cuantificaciéon de las
oscilaciones de Ca**. Las elevaciones de Ca?" fueron cuantificadas a través de la definicion
de regiones de interés (ROIs) elipticas, manualmente ajustadas a la forma y el tamafio del
area que exhibia variaciones en su intensidad de fluorescencia. Ademas se utilizd la
colocalizacion con SR101 y el reconocimiento morfologico a través de microscopia
infrarroja. Las variaciones de Ca*' fueron estimadas como cambios en la sefial de
fluorescencia por sobre la fluorescencia basal (AF/F0), luego de haber extraido el ruido de
fondo. Fueron consideradas como oscilaciones de Ca?" aquellos eventos en donde AF/F0
excedio por encima de dos desviaciones estdndar la fluorescencia basal por al menos dos
cuadros consecutivos. Las variables utilizadas para caracterizar las oscilaciones espontaneas
de Ca?* astroglial fueron la duracion (en segundos), expresada como la duracion total de la
oscilacion; y el nimero de oscilaciones de Ca?* por area . Fueron considerados como eventos
independientes aquellos en donde la AF/FO disminuy6 por debajo del 50% en relacion a FO.
La duracion de las oscilaciones de Ca?" se distribuy? entre dos poblaciones seglin el percentil

75th de distribucion acumulativa, correspondiente a 13 segundos, utilizado como criterio de
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corte y a partir de la cual los eventos aleatorios en un mismo astrocito se clasificaron en lentos
(STs> 12 seg) o transitorios rapidos (FT <13 seg). Utilizamos ademas la relacion de
frecuencia FT/ST como un indice de hiperexcitabilidad astrocitica, donde un indice mas bajo
estaria asociado a una mayor excitabilidad dependiente de Ca?" (Wellmann et al., 2018).

Para los registros bajo estimulacion con TBS se observo la actividad espontanea
durante los primeros 120 segundos (pre-TBS) para luego aplicar segliin el protocolo la
estimulacion en los proximo 120 segundos (estim-TBS), finalmente se dejaron 60 segundos
de resgistro por video para visualizar la actividad posterior (post-TBS).
Farmacologia

Todos los registros fueron realizados bajo el efecto de Picrotoxina 10uM en el sistema
de perfusion (Bonansco C et al, 2011). Para el bloqueo de los receptores P2Y1 se utilizo
MRS2179 (10 uM) perfundidos directamente al bafio (Alvarez-Ferradas et al., 2014).
Anadlisis estadistico

En todos los casos se determind en primer lugar la distribucion de cada poblacion
(Shapiro-Wilk test, Kolmogorov-Smirnov test). Los datos se expresan como el promedio +
el error estandar (SEM). En caso de que la distribucion sea no-paramétrica se acompafio el
promedio de su mediana. De acuerdo a lo obtenido, se utilizaron test paramétricos (Student’s
test de dos colas) o no paramétricos (Mann-Whitney test), segun se indica. Para
comparaciones multiples se utilizo ANOVA o Kruskal-Wallis test segiin corresponda, ambos
con correccion de Bonferroni post-hoc. Las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas cuando se obtuvo un p<0.05; p<0.01 o p<0.001, segtin se indique.

40



RESULTADOS

Hiperexcitabilidad en sinapsis glutamatérgicas en el hipocampo epiléptico y
disminucion de la LTP en registros de campo

Para evaluar la transmision y excitabilidad en las sinapsis CA3-CA1 comparamos en
registros de fEPSP estimulando las fibras colaterales de Schaffer y registrando en el stratum
radiatum de rebanadas de hipocampo de ratas control y kindling (Andersen et al., 1991). En
la Fig.1A, se muestran registros representativos superpuestos de control y kindling, en
respuesta a la estimulacion sinaptica, observandose que a valores similares de amplitud de
las fV, la amplitud de las fEPSP fueron mayores en hipocampo epiléptico versus controles.
La relacion entre los valores individuales de amplitud del fEPSP en funcion de la amplitud
de la fV (i.e.: curva de entrada/ salida) muestra que la excitabilidad en el hipocampo de ratas
epilépticas presenta mayores valores de fEPSP para cada valor de fV (control fV
16.15+1.91uV; fEPSP 48.24+5.17uV, n=33, versus kindling fV 15.11£1.75uV; fEPSP
81.17+£6.751V, n=43; p=0.0005). Posteriormente evaluamos el valor de intensidad al cual
empieza a aparecer la espiga poblacional (pS del ingles population spike) en la respuesta de
campo, el cual ha sido ampliamente utilizado como indicador de excitabilidad postsinaptica
(Andersen et al., 1991; Marion-Poll and Tobin, 1991; Hedwig y Knepper, 1992; Gholmieh
et al., 2004). En rebanadas del grupo kindling los valores umbral de la pS fueron menores
que los del grupo control, (Fig.1B; control 49.4+1.49uV , n=10, versus kindling 30.6+1.55uV
, n=10; p=0.00000007). En conocimiento que diversos mecanismos relacionados con la
memoria y el almacenamiento de la informacién estan alterados en modelos epilépticos
(Morimoto et al., 2004; Comper et al., 2017), para determinar la expresion de LTP en
registros de campo en el hipocampo control y kindling utilizamos un protocolo de induccion

de HFS (Habib y Dringenberg., 2010) midiendo las variaciones de amplitud de la fEPSP, a
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través de un protocolo de pulsos pareados. Registros representativos grabados antes (1) y 40
min después (2) de la estimulacién a alta frecuencia muestran un aumento de la amplitud del
fEPSP, la cual fue mayor en el grupo control que en kindling (Fig.1CyD). La amplitud
relativa de los fEPSP mostrados en la Figura 1E, es mayor en el grupo control que en
kindling, expresando en ambos grupos una potenciacion post-tetanica similar. Si bien tanto
el grupo control como kindling expresan LTP, kindling expresa solo un tercio de la LTP
alcanzada por el grupo control (Fig. 1F) (control 169.60+£1.41%, n=6, versus kindling
125.36+0.79%, n=6; p=0.00000001). Tanto en control como en kindling, las diferencias de
PPR basal (control 1.24+0.03, n=7, versus kindling 1.13+0.07, n=7; p=0.97) es mantenida
sin presentar cambios antes y después la aplicacion del protocolo de induccion (Fig.1D;
control 1.21+0.07, n=7, versus kindling 1.17+0.06, n=7; p=0.85). Los porcentajes de cambio
en el ratio R2/R1 antes y 40 minutos después de la estimulacion son presentados en la Fig.1F
(control 102.48%, versus kindling 96.58% en relacion al valor basal). Estos resultados
indican que en rebanadas de hipocampo obtenidas de ratas kindleadas, tanto la excitabilidad
postsinaptica como la liberacion de neurotransmisor se encuentra basalmente aumentada. En
estas condiciones, la LTP inducida por HFS en rebanadas de ratas kindleadas alcanza menor

tasa de potenciacion respecto al control.
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Figura 1. Hiperexcitabilidad en sindpsis glutamatérgicas y disminucién de la LTP en registros de campo del
hipocampo epiléptico. (A) izquierda, registros de una respuesta representativa fEPSP sobrepuesta de control y kindling,
evocadas con pulso simple, en la cual se aprecia la volea presindptica (fV); derecha, curva de entrada vs salida para los
valores de fEPSP en funcion de fV, registrados en ambos grupos. (B) A la izquierda, los trazos representativo de la diferencia
de aparacion de las espigas poblacionales (pS) entre ratas controles y kindling; a la derecha grafico de los valores promedio
de la amplitud de las fV necesaria para la aparicion de population spikes. (C) Trazos representativos de pulsos simples antes
(1) de la aplicacion de un protocolo de HFS y después (2), a la izquierda grupo control y a la derecha grupo kindling. (D)
Trazos representativos de pulsos pareados (tiempo inter-estimulo 80 ms) antes (gris oscuro) de la aplicacién de un protocolo
de HFS y después (gris claro), a la izquierda grupo control y a la derecha grupo kindling. (E) Curso temporal del porcentaje
de cambio en la amplitud de los fEPSP en control (0) y kindling (e).! indica la aplicacién del protocolo de HFS. (F) A la
izquierda resumen de los promedios de porcentaje de cambio de los fEPSP medido a los 45 minutos post-HFS; A la derecha,
porcentaje de cambio expresado en el indice de los pulsos pareados comparandolos valores basales repecto a los 45 minutos

post-HFS. T test (*p<0.05; **p <0.01; ***p <0.001) seglin corresponda.
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Disminucion de la LTP en sindpsis glutamatérgicas en registros intracelulares del
hipocampo epiléptico

Para evaluar las diferencias de expresion de la LTP a nivel celular en el grupo control
versus kindling, realizamos registros intracelulares de las respuestas sinapticas evocadas
utilizando la técnica de whole cell en patch clamp, en configuracion de voltage clamp. Dado
que la induccion de la plasticidad es fuertemente dependiente de la variacion de los
parametros de estimulacion (Abraham et al., 1997), evaluando otro protocolo de induccion
alternativo se estimuld las colarerales de Schaffer con un protocolo de TBS y se registr6 en
el stratum piramidale de CAl. En la Fig. 2A se observan registros representativos
superpuestos utilizando un pulso simple antes (1) de la aplicacion de TBS y después (2). Se
puede observar que existe un aumento en la amplitud del EPSC entre (1) y (2) en el grupo
control, no asi en el grupo kindling. En la Fig.2B se observa el curso temporal de los EPSC
registrados antes y después de la aplicacion de TBS. El porcentaje de cambio de los EPSC
medidos a los 40 minutos post TBS es mayor en el grupo control que en el kindling, logrando
un peak de 250 % de cambio en comparacion con su registro base (control 205.14+3.93%,
n=6, versus kindling 119.55+4.85%, n=5; p=0.00003). Para medir la Pr en dicho registro,
utilizamos el protocolo de pulsos pareados ya descrito. En este Gltimo se extrae un resultado
muy similar al de los registros de campo, donde se observa en ambos casos, control y
kindling, una facilitacion por pulsos, sin cambios posterior a la aplicacion de TBS. De esta
manera, tanto en control como en kindling, las diferencias de PPR basal (control 1.34+0.06,
n=6, versus kindling 1.38+0.11, n=6; p=1.1) es mantenida sin presentar cambios antes y
después la aplicacion del protocolo de induccion (Fig.2CyD; control 1.29+0.05, n=6, versus
kindling 1.4+0.18, n=6; p=1.13). Al ser expresado en porcentaje (Fig.2D), se observa que no

hubo cambios tanto en control como en kindling en el ratio R2/R1 (control 103.88% versus
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kindling 98.58% en relacion al valor basal). Estos resultados indican que en registros
unicelulares la sinapsis glutamatérgica del hipocamo epiléptico no es capaz de expresar LTP
de manera robusta como en el caso control, incluso utilizando un protocolo de induccion mas
potente que la clasica estimulaciéon a alta frecuencia, evidenciando un mecanismo

fundamentalmente post-sinapticoa la ausencia de cambios en la Pr antes y después del TBS.
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Figura 2. Disminucién de la LTP en sinapsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico en registros unicelulares. (A)
A la izquierda (control) y a la derecha (kindling) trazos representativos sobrepuestos de antes (1) y después (2) de la
estimulacion con TBS evocados con pulso simple. (B) Arriba: Curso temporal del procentaje de cambio de los EPSC en
control (0) y kindling (e).!} indica TBS; Abajo: Curso temporal del porcentaje de cambio de la resistencia de acceso (Ri).
(C) Trazos representativos de pulsos pareados (tiempo inter-estimulo 80 ms) antes (gris oscuro) de la aplicacién de un
protocolo de TBS y después (gris claro), a la izquierda grupo control y a la derecha grupo kindling. (D) A la izquierda
resumen de los promedios de porcentaje de cambio de los EPSC medido a los 40 minutos post-TBS; A la derecha, porcentaje
de cambio expresado en el radio de los pulsos pareados comparado a los 40 minutos post-TBS. T test (*p<0.05; **p <0.01;

**%p <0.001) seguin corresponda.
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La aplicacion reiterada del protocolo de induccion de potenciacion no induce LTP en
sinapsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico

Para evaluar si la estimulacion reiterada con un protocolo de TBS es capaz de expresar
LTP se aplico por segunda vez (TBS2) el protocolo de estimulacién ya descrito en las
colaterales de Schaffer, luego de 30 minutos aplicado el TBS1 en registro intracelular con
configuracion de voltage clump. En la Fig.3A se pueden observar registros superpuestos de
pulsos simples que dan cuenta de las diferencias de amplitud comparadas pre-TBS (1), post-
TBS1 (2), promediando las amplitudes de los EPSC a los 20 minutos luego de la primera
estimulacion y post-TBS2 (3), promediando las amplitudes de los EPSC luego de 20 minutos
aplicada la segunda estimulacion. Aca podemos visualizar como en el caso del grupo control
(izquierda) las amplitudes promedios, através de un pulso simple, de los EPSC fue
incrementando en la medida que se repitio la estimulacion eléctrica, mientras que en el grupo
kindling las amplitudes promedios no aumentaron. En la Fig.3B se puede observar el registro
temporal del porcentaje de cambio de los promedios de EPSC medidos antes de la
estimulacion, post-TBS1 y post TBS2, donde es posible evidenciar la saturacion en el
aumento de la eficacia sinaptica, es decir de la LTP en el grupo de hipocampo epiléptico
(control 203.68+2.83%, n=5, versus kindling 121.5742.43,% n=6; p=0.00001). Para
determinar el mecanismo del fendémeno observado se aplicod un test por pulsos pareados antes
de la estimulacion y post TBS 2 (a los 60 minutos de registro), logrando observar que la
diferencia de PPR basal (control 1.38+0.15, n=6, versus kindling 1.39+0.08, n=6; p=0.96) es
mantenida sin presentar cambios antes y después de la aplicacion del protocolo de induccion
(Fig.3CyD; control 1.46+0.12, n=6, versus kindling 1.44+0.14, n=6; p=0.91 / Porcentaje de
cambio control 105,33% versus kindling 96.53%). De esta manera, nuestros resultados

indican que en el caso de la sindpsis glutamatérgica del hipocampo epiléptico la expresion
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de LTP no se logra al estimular de manera repetida las colaterales de Schaffer, encontrandose

saturadas desde la primera estimulacion y sin cambios en la probabilidad de liberacion.
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Figura 3. Induccion reiterada de la LTP en sindpsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico. (A) A la izquierda
(control) y a la derecha (kindling) trazos representativos de antes (1) y post-TBS1 (2) y post-TBS2. (B) Arriba: Curso
temporal del porcentaje de cambio de los EPSC en control (o) y kindling (0).U indica TBS; Abajo: Curso temporal del
porcentaje de cambio de la resistencia de acceso (Ri). (C) Trazos representativos de pulsos pareados (tiempo inter-estimulo
80 ms) antes y post-TBS2, a la izquierda grupo control y a la derecha grupo kindling. (D) A la izquierda resumen de los
promedios de porcentaje de cambio de los EPSC medido a los 20 minutos post-TBS2; A la derecha, porcentaje de cambio
expresado en el radio de los pulsos pareados comparado antes y a los 20 minutos post-TBS2. T test (*p<0.05; **p <0.01;

**%p <0.001) segtin corresponda.

Recuperacion de la LTP en sinapsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico a través
del bloqueo de la comunicacion astroglial a través de receptores P2Y

Dado el papel que tienen los astrocitos sobre el establecimiento de un umbral para la
expresion de la plasticidad sinaptica (Bonansco et al., 2011; Perea et al.,, 2014), y
considerando que a través de la activacion de receptores PDY | por ondas de Ca?" astrogliales
es posible modular la Pr (Alvarez-Ferradas et al., 2015), se utilizé un antagonista especifico

de los receptores PDY1: mrs2179, para evaluar si la expresion de la LTP se recuperaba
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disminuyendo la comunicacion astrocito-astrocito en el hipocampo epiléptico. En la Fig.4A
se observan registros representativos a través de pulsos simples, donde se observa un
aumento en la amplitud de los EPSC post TBS tanto en control como en kindling en presencia
de MRS2179. Junto con ello, al observar el curso temporal del porcentaje de cambio de los
EPSC (Fig.4B) es posible observar niveles similares de potenciacion post-TBS (2) en
comparacion a su linea de base (1) (control 165.40+1.93%, n=5, versus kindling
162.99+4.06%, n=6; p=0.39). Para determinar el mecanismo del fenomeno observado se
aplicd un test por pulsos pareados antes de la estimulacion y post TBS tnico (Fig.4C),
mostrando una facilitacion en el segundo pulso tanto en el grupo control (izquierda) como en
kindling (derecha). Sin embargo, y tal cual se observa en situaciones fisioldgicas, tanto en
control como en kindling en presencia de MRS2179, la diferencia de PPR basal (control
1.49+0.11, n=6, versus kindling 1.29+0.10, n=6; p=0.78) es mantenida sin presentar cambios
antes ni después de la aplicacion del TBS (Fig.4D; control 1.44+0.03, n=6, versus kindling
1.29+0.13, n=6; p=0.85). A modo de resumen, en la Fig.4D contemplamos graficos de los
promedios de porcentaje de cambio de los EPSC, sugeridos como el nivel de LTP (izquierda),
notando que en ambos grupos experimentales hubo un aumento de la eficacia sinaptica, sin
diferencia inter-grupo. Ademas, los porcentaje de cambio del indice de pulsos pareados antes
y después del protocolo, no detectaron diferencias inter-grupo (control 103% versus kindling
100%). Asi, nuestros resultados sugieren que al bloqueo de los receptores PDY; y la
consecuente disminucion de la actividad astroglial, la capacidad de expresion de LTP es
recuperada en sindpsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico, sin afectar la Pr antes o

después de la estimulacion con TBS.
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Figura 4. Recuperaciéon de la LTP en sinapsis del hipocampo epiléptico. (A) A la izquierda (control) y a la derecha
(kindling) trazos representativos de antes (1) y después (2) de la estimulacion con TBS en presencia de MRS2179. (B)
Arriba: Curso temporal del porcentaje de cambio de los EPSC en control (o) y kindling (e).!} indica TBS; Abajo: Curso
temporal del porcentaje de cambio de la resistencia de acceso (Ri). (C) Trazos representativos de pulsos pareados (tiempo
inter-estimulo 80 ms) antes (gris oscuro) de la aplicacion de un protocolo de TBS y después (gris claro), a la izquierda grupo
control y a la derecha grupo kindling. (D) A la izquierda resumen de los promedios de porcentaje de cambio de los EPSC
medido a los 40 minutos post-TBS; A la derecha, porcentaje de cambio expresado en el radio de los pulsos pareados

comparado a los 40 minutos post-TBS. Todos los experimentos fueron realizados bajo el efecto de MRS2179 (10 uM).

Modificacion del patron de ondas de CaZ" astroglial gatillada por la estimulaciéon
eléctrica

Con el objetivo de evaluar la participacion de las sefiales de Ca*" mediadas por ATP
astroglial en la LTP en el hipocampo epiléptico se realizaron registros de imagenes de Ca?"
en rebanadas de hipocampo, especificamente en stratum radiatum antes, durante y después
de la estimulacion con TBS. Incubamos las rebanadas con SR101, marcador morfologico
astroglial, y utilizamos Fluo-4 AM como indicador intracelular de Ca®'. Registros

representativos se pueden observar en Fig.5A (control: Izquierda; kindling: Centro;

kindling+tMRS2179: Derecha). Se observa un aumento de la actividad astroglial,
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representada en ondas de calcio, antes de la estimulacion con TBS en el grupo kindling, a
diferencia del grupo control y kindling+MRS2179. Durante la estimulacion con TBS se
observa un aumento de la excitabilidad astroglial so6lo en los grupos control y
kindling+MRS2179. En relacion a la distribucion de las oscilaciones, estas fueron agrupadas
en oscilaciones rapidas (FT) y lentas (ST), utilizando como criterio de corte el valor
correspondiente al percentil 75 en la condicion control, extraido del analisis de distribucion
poblacional de las oscilaciones en este modelo (Wellmann et al., 2018), correspondiente a 12
segundos para nuestros registros. La relacion entre el nimero de oscilaciones rapidas y lentas
fue expresado a través del FT/ST ratio. En la Fig.5B se puede observar un mayor valor del
FT/ST ratio en los grupos control y kindlingtMRS2179 (izquierda y derecha
respectivamente) en comparacion al grupo kindling (centro), previo a la estimulacion con
TBS y utilizado como referencia basal de las oscilaciones de Ca**. Ademas, al analizar el
FT/ST ratio de cada situacion experimental por separado, dividido en dos momentos: pre-
TBS y post-TBS, el valor fue mayor antes de la estimulacion eléctrica s6lo en los grupos
control y kindling+MRS2179, versus el grupo kindling, donde no se observaron diferencias
(FT/ST control: pre TBS= 4.5+0.58; post TBS= 2.3+0.38; p=0.007 / kindling: pre TBS=
1.7+0.42; post TBS= 1.7£0.60; p=0.98 / kindling+mrs2179: pre TBS= 4.0+0.47; post-TBS=
1.5+£0.26; p=0.0004). De esta manera, se puede determinar que el protocolo de TBS utilizado
evoca oscilaciones lentas en las tres condiciones, pero con diferencias en el hipocampo sin
epilepsia y con epilepsia bloqueando los receptores PDY (Fig. 5B). Finalmente, se puede
observar un aumento en el nimero de oscilaciones lentas durante la estimulacion en los tres
grupos experimenales (Fig.5C) (ST control: pre TBS= 1.4+0.32; post TBS= 3.1+0.24;
p=0.0001 / kindling: pre TBS=4.1£1.3; post TBS= 6.3+£2.5; p=0.09 / kindling+mrs2179: pre

TBS= 2.1£0.49; post-TBS= 6.7+2.55; p=0.0001). Finalmente, estos resultados indican que
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la estimulacion con un protoclo de TBS aumenta las oscilaciones lentas en la situacion

control y kindling en presencia de MRS2179, lo cual no es distinguible en el hipocampo

epiléptico por el aumento basal en el nimero de oscilaciones lentas y su respectiva alteracion

de la relacion FT/ST.
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Figura 5. Modificacion en los patrones de ondas de Ca?" gatillada por la estimulacién eléctrica. (A) Trazos

representativos de osilaciones de Ca®* en el stratum radiatum de hipocampo, antes, durantes y después de la estimulacion

con TBS, cada registro tiene una duracion total de 5 minutos. A la izquierda (control), al centro (kindling) y a la derecha

(kindling+MRS2179). (B) Graficos de los valores del radio FT/ST antes (basal) y durante/posterior a la estimulacion con
TBS, A la izquierda (control), al centro (kindling) y a la derecha (kindling+MRS2179). (C) Numero de oscilaciones lentas

(ST Ocs) antes (basal) y durante/posterior la estimulacion con TBS. A la izquierda (control), al centro (kindling) y a la

derecha (kindling+MRS2179). Los registros con MRS2179 fueron realizados a concentracion 10 pM. T test (*p<0.05; **p

<0.01; ***p <0.001) seglin corresponda.
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DISCUSION
El objetivo principal de este estudio fue determinar la participacion de la actividad
astroglial Ca**dependiente en la induccién de LTP en el hipocampo epiléptico de ratas
adultas. Los resultados obtenidos sefialan que, en el hipocampo de ratas kindleadas, la
capacidad de induccion y expresion de la LTP esta alterada en sus neuronas glutamatérgicas
de CAl y que la disminucion de la actividad astroglial a través de antagonistas de los
receptores P2Y podria ser suficiente para recuperar la capacidad de plasticidad sinaptica en

sinapsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico.

Hiperexcitabilidad en sinapsis glutamatérgicas en el hipocampo epiléptico

Los resultados obtenidos indican que existe un aumento en la liberacion de
neurotransmisor en las neuronas glutamatérgicas de ratas adultas kindleadas. Esto confirma
resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio (Alvarez-Ferradas et al., 2015). En este
mismo sentido, a similares valores de fibber volley, un indicador de la activacion
presinaptica, los fEPSP en ratas kindling son mayores que en el grupo control. En este mismo
experimento y de manera relacionada, el umbral o mas bien, el valor promedio en amplitud
de la fibber volley necesario para la aparicion de estas espigas poblacionales, es menor en el
hipocampo epiléptico. Esto hecho ha sido reportado previamente en la literatura (King et al.,
1985; Wu y Leung., 2003; Schubert et al., 2005) pero en otros modelos de epilepsia o bien,
utilizando ratas jovenes. Cabe destacar que en nuestro modelo (Morales et al., 2014) la
estimulacion de induccion del kindling es en el nucleo basolateral de la amigdala, por lo que
el hipocampo estd estructuralmente intacto en relacion a la cirugia.
Sumado a lo anterior, el indice de pulsos pareados es cercano a 1 (Figura 1,2 y 3), lo cual

sugiere fuertemente que la probabilidad de liberacion se encuentra aumentada en ratas
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kindleadas. Ademas, junto con este aumento de la eficacia sinaptica (i.e.; aumento de la
probabilidad de liberacion)el umbral de activacion de la espiga poblacional es menor en ratas
kindleadas, sugiriendo que la excitabilidad postsinaptica (Fig.1B). Interesantemente, si bien
la hiperexcitabilidad es una de las caracteristicas principales en la epilepsia y especificamente
en la ELT, la hiperexcitabilidad en CA1 del hipocampo de humanos con ELT poseé escasos
reportes (Cohen et al., 2002), no asi el aumento de la excitabilidad en el subiculum del
hipocampo humano. Esto da cuenta que los mecanismos que median la hiperexcitabilidad no
necesariamente son interpretables para modelos clinicos. Por otra parte, desde que la
hiperexcitabilidad fue descrito como un fenomeno fundamental de la epilepsia (Racine et al.,
1972; Morimoto et al., 2004), diversas metodologias terapéuticas basadas en modelos
animales (Fleischmann et al., 1999; Rotenberg et al., 2008) y aplicadas en humanos
(Santiago-Rodriguez et al., 2008; Sun et al., 2012) , han intentado disminuir la
hiperexcitabilidad, por ejemplo a través de estimulacion transcraneal magnética, induciendo
depresion a largo plazo (LTD) en las estructuras deseadas (Muller et al., 2014).
Recapitulando, nuestros datos sugieren un aumento de la excitabilidad glutamatérgica
en el hipocampo epiléptico, siendo este un factor caracteristico del modelo tipo de epilepsia
cronica utilizado, lo cual podria contribuir al déficit cognitivo que experimentan los pacientes

ELT (Reyes et al., 2019).

Expresion de la LTP en el hipocampo epiléptico en registros poblacionales

La expresion de la LTP es un fendmeno que requiere tanto de fenémenos pre-
sinapticos, post-sinapticos y extra-sinapticos (Kandel et al., 2014). En diversos modelos
similares al nuestro se ha observado una alteracion de la LTP en CAl de neuronas

glutamatérgicas de hipocampo (Shchubert et al., 2005; Esmaeilpour K et al., 2017). Sin
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embargo difieren en los protocolos utilizados o en la preservacion intacta de la estructura
registrada (hipocampo). En el presente estudi, se muestra queel aumento de la eficacia
sinaptica inducida por uno de los protocolos mas potentes de activacion sindptica — la
estimulacion a alta frecuencia produce un tercio de la tasa de potenciacion alcanzada en
hipocampos normales (Fig.1C). En estas condiciones la estimulaciéon con pulsos pareados,
en ambos grupos experimentales no mostraron cambios 40 min despues de la induccion,
revelando que en ambos grupos esta forma de plasticiad es expresada a nivel postsinaticos
(Fig.1D y F). Esto esta de acuerdo con lo publicado en otros estudios realizados en modelos
animales de ELT (Kanter et al., 2007), los cuales sugieren que ni la hiperexcitabilidad
inducida por el kindling ni la estimulacion con HFS son suficientes para inducir perse
potenciacion, lo cudl tambien se observa en la potenciacion post-tetanica inducida en ambos
grupos experimentales (Fig.1E). Por otro lado, se han reportado cambios en la potenciacion
a corto plazo (Kokaia et al., 2001) pero utilizando modelos genéticos en ratones (con sub-
expresion de galanina).

Al observar el curso temporal del porcentaje de cambio de los fEPSC, es posible
determinar un aumento en la eficacia sindptica durante los 60 minutos de registro, con un
peak promedio entre los 40-50 minutos post-HFS en el grupo control. Este evento plastico es
expresado de manera deficiente por las neuronas glutamatérgicas del hipocampo epiléptico,
al igual como se ha observado en otros modelos de ELT (Morimoto et al., 2004; Nicoll y
Schimitz., 2005). En la Fig.1F, podemos observar los promedios de LTP, expresados en el
porcentaje de cambio maximo mantenido en el tiempo, entregando datos compilatorios sobre
la alteracion de la capacidad de expresar LTP en el hipocampo kindling. Vale considerar que
aca se utiliza un registro de campo del funcionamiento sinaptico, lo que implica una respuesta

mucho mas representativa de lo que sucede poblacionalmente versus registros unicelulares.
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Disminucion de la LTP en sinapsis glutamatérgicas del hipocampo epiléptico

Nuestros datos en registros unicelulares en el stratum piramidale en CA1, , muestran
que la utilizacion del protocolo TBS es insuficiente para inducir LTP en el grupo control,
mientras que en el grupo kindling (Fig.2A-2B). Este protocolo ha sido ampliamente como
uno de los tipos de estimulacion Optimo para la induccion de LTP hipocampal (Larson et al.,
1986; Abraham et al., 1997), el que ademas poseé la cualidad de ser semejante a eventos
fisioldgicos de induccion de plasticidad sinaptica relacionados con la conducta (Larson y
Munkacsy., 2015). Nuestros resultados indican que existe una menor capacidad de
plasticidad bajo esta configuracion en “sinapsis epilépticas” en comparacion a los registros
de campo (110% promedio versus 135% promedio medido a los 40 min post estim). Una
posibilidad en esta diferencia es el protocolo de estimulacion utilizado (HFS versus TBS).Sin
embargo, se ha reportado que no existen diferencias entre ambos protocolos (Hernandez et
al., 2005). De manera complemantaria, se ha reportado que si bien la estimulaciéon con TBS
era mas “econdmica” (i.e.: requiera de menor estimulacion para lograr fendmenos similares)
no necesariamente es mas efectiva (Larson y Munkécsy., 2015). Otra posibilidad es que el
registro de campo involucra la respuesta de multiples células, las cuales pueden tener
distintos grados de alteracion a consecuencia de la induccion de un modelo epiléptico.

En suma, nuestros datos sugieren que la capacidad de expresar LTP en células
glutamatérgicas del hipocampo epiléptico estd limitada, siendo un fendémeno tanto
poblacional como unicelular e independiente del protocolo de induccion de la LTP aca
utilizado. De manera similar, no se observan cambios en la facilitacion por pulsos pareados

en ambas configuraciones de registro (i.e.; Campo y patch-clamp), lo cual sugireque ademas
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del componente neuronal, el componente astroglial puede estar contribuyendo a generar las
alteraciones en la potenciacion sinaptica.
Respuesta a induccion repetida de LTP en el hipocampo epiléptico

Los protocolos de induccion de la LTP pueden en ocasiones no ser duficientes para
la induccion de LTP, especialmente en ratas adultas (Abraham et al., 1997). Considerando
algunos antecedentes (Christie et al., 1994; Cao y Harris., 2014) quisimos observar si a través
de una repeticion en la estimulacion con TBS era posible expresar LTP en CAl del
hipocampo epiléptico bajo configuracion patch clamp. En la Fig.3A se observa que kindling
exhibe una reducida capacidad de expresar LTP respecto del grupo control. Este resultado es
comparable con registros de campo obtenidos en un modelo similar al nuestro (Schubert.,
2005), en cual se reportanalteraciones de la magnitud, saturacion y polaridad de la LTP en
ratas kindleadas. Ambos grupos experimentales se observa potenciacion post-tetanica
inmediatamente después de cada TBS, lo que asociado al monitoreo de los registros de pulsos
pareados (Figutra 3C) dan cuenta de la ausencia de cambios en la expresion de potenciacion
a corto plazo. Interesantemente, al evaluar el porcentaje de cambio de la facilitacion por
pulsos pareados en el hipocampo epiléptico (Fig.3D), este fue menor post TBS2 que previo
a la estimulacion. Esto ultimo sugiere que si bien, como se observa en los registros de campo
y en la induccidon de LTP en sinapsis glutamatérgicas unicas, un protocolo de LTP clasico a
través de TBS no fue capaz de expresar un aumento en la Pr, si lo fue la repeticion de la
estimulacion medida posterior al protocolo de saturacion. En este contexto es posible
preguntarse qué mecanismos estan bloquendo la capacidad de hacer mas eficiente la
respuesta post-sinaptica en las neuronas glutamatérgicas del hipocampo epiléptico.
Considerando que usamos estimulacién con TBS de alta intensidad (Abraham et al., 1997;

Larson y Munkécsy., 2015) por su efecto economico y similar a las ondas que median el
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aprendizaje en el hipocampo (Buzsaki., 2002), y diversas caracteristicas que favorecen la
induccion de plasticidad (Cao y Harris., 2014), la ausencia en su expresion en sinapsis
epilépticas sugiere que no estamos frente a un fendmeno puramente disinaptico. Como se
publicéd en nuestro laboratorio, un mecanismo sustancial que puede modificar el umbral de
induccion de la plasticidad sinaptica es el Ca*" astroglial (Bonansco et al., 2011). Sumado a
esto y considerando el aumento de la excitabilidad astroglial en el hipocampo epiléptico bajo
este modelo de kindling (Alvarez-Ferradas et al., 2015; Wellmann et al., 2018), es posible
considerar el rol que tienen las sefales astrogliales en posibilitar la expresion de LTP,
considerando la sefalizacién como un elemento trisinéptico (Araque et al., 1999). El trabajo
desarrollado por Henneberger y su grupo (2010), dan pie a la inclusion de la actividad
astroglial entre los mecanismos que permiten la expresion de la LTP, especificamente
asociados a la liberaciéon de D-serina. Considerando que dentro de los mecanismos
morfoldgicos que median las alteraciones en el hipocampo epiléptico estd el tamafio de las
espinas dendriticas y la densidad de ellas, reflejando cambios en la fuerza de la transmision
sinaptica (Wilbrecht et al., 2010) y la intima asociacion entre los astrocitos y las espinas
dendriticas, es tentador pensar en el rol que tienen los astrocitos en la induccion de la LTP.
El trabajo de Perez-Alvarez ( 2014) muestra evidencias de que las sindpsis asociadas a
procesos astrociticos mostraban un aumento en la motilidad de sus respectivas espinas
dendriticas a la induccion de la LTP, la cual era mGluR dependendiente de ondas de
astrogliales de Ca**. Desde la perspectiva de como la diferencia de tiempo inter TBS en un
protocolo de saturacion de la LTP, puede incidir en la induccién de la plasticidad, y de manera
complementaria, entendiendo a la LTP como uno de los principales mecanismos bioldgicos
que subyacen al aprendizaje (Kandel et al., 2014), es interesante comparar este fendémeno

con lo observado conductualmente en las teorias de entrenamiento espaciado visto en
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roedores (Anderson et al., 2008; Bello-Medina et al., 2013) y en humanos (Vlach., 2014),
entre otras especies. Esta descripciéon que es totalmente conductual, tiene una enorme
similitud y coherencia con sus bases biologicas (Smoles et al., 2016). La importancia
biologica de contar con ventanas de tiempo que permitan la expresion de la LTP fueron
sumareados por Kukushkin y Carew., 2017, donde destacaron la necesidad del tiempo
posterior a una estimulacion externa, para la disponibilidad de primeros y segundos
mensajeros, el estado de apertura de algunos receptores (ej. Receptores NMDA), la
disponibilidad de algunos objetivos moleculares (ej. Translocacion de kinasas unida a GluR2
a las dendritas y la sefial de CamKII), entre otros factores.

En conjunto estos antecedentes dan cuenta del grado de alteracion de la capacidad de
expresar LTP en neuronas glutamatérgicas de hipocampo epiléptico, posiblemente por un
colapso del sistema mecanistico necesario para su expresion. Es necesario considerar si es
que los astrocitos tienen un rol activo en este colapso y si eventualmente la disminucion de

la hiperexcitabilidad astroglial es suficiente para recuperar la LTP en el modelo de kindling.

Recuperacion de la LTP en sinapsis del hipocampo epiléptico disminuyendo la
hiperactividad astroglial

La actividad astroglial estd mediada principalmente por ATP astrocitico activando
receptores P2Y; en diversas estructuras cerebrales, tales como la corteza y tanto el
hipocampo normal como el epiléptico (Sun et al., 2018; Wellmann et al., 2018). Ademads, en
el hipocampo epiléptico hemos observado un aumento de la fuerza sinaptica excitatoria
mediada por astrocitos reactivos, y su disminucion al bloqueo de receptores P2Y; (Alvarez-
Ferradas et al., 2015) a través de un antagonista competitivo de estos receptores (Moro et al.,

1998; Kawamura et al., 2016). En la Fig.4A se observan trazos representativos de EPSC antes
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y 40 minutos post-TBS, evidenciando una diferencia en la amplitud en ambos grupos
experimentales. En la Fig.4B se observa el mismo fendmeno al trazar el curso temporal del
porcentaje de cambio de los EPSC en presencia de MRS2179. Aca podemos observar la
sistematica potenciacion a corto plazo post-tetdnica vista en ausencia del bloqueo
farmacologico de la actividad astroglial mediada por receptores P2Y 1, pero notoriamente un
aumento en ambos grupos, control y kindling, de la eficiencia post-sinaptica luego de la
estimulacion con TBS. En la aplicacion de protocolos de pulsos pareados (Fig.4C) no hubo
diferencias, presentando ambos facilitacion en el segundo pulso. El resumen de los datos se
grafico en la Fig.4D. Durante los ultimos afios se ha documentado el rol de los astrocitos en
la induccion de la plasticidad sinaptica y la LTP (Panatier et al., 2006; Henneberger et al.,
2010), especialmente a través de la liberacion de D-serina. Este aminoacido que funciona
como co-agonista de los receptores NMDA, claves en la induccion de LTP (Panatier et al.,
2006), en la unidn de la glicina, es liberado principalmente por los astrocitos. Si bien puede
ser liberada por neuronas, los astrocitos parecen ser su fuente primaria (Papouin et al., 2017).
Llamativamente, los niveles de D-serina estarian a la baja en un modelo de kindling con
pilocarpina (Klatte et al., 2013), alterando la capacidad de expresar LTP y recuperandola con
aplicacién externa de D-serina. Incluso, la aplicacion de D-serina exdgeno mejora el
rendimiento en tareas de aprendizaje espacial. Considerando que en la ELT existe una
hiperactividad astrocitica ampliamente descrita, y que son justamente los astrocitos la fuente
primaria de la D-serina, parece oponerse a lo esperado y desafia a la descripcion de los
mecanismos asociados a esta aparente discordancia. Para esclarecer este fendomeno,
Sherwood et al., (2017) observaron que la influencia de las ondas de Ca®* astroglailes en la

induccion de la LTP en el hipocampo de rata, dependia de receptores IP3Rs.
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En conjunto, nuestros resultados muestran que la disminucioén de la sefializacion
astroglial, aumentada en el hipocampo epiléptico, recupera las condiciones para la induccion
de un protocolo de LTP. En suma, a diversos antecedentes expuestos, nuestros resultados
fortalecen la potencialidad de convertir a, la sefalizacion astroglial, en un objetivo

farmacoldgico para el tratamiento médico de la ELT (Burnstock., 2017).

Modificacion en los patrones de ondas de Ca?* gatillada por la estimulacion eléctrica
Nuestros resultados muestran que la estimulacion eléctrica de las colaterales de
Schaffer en CAl, a través de TBS, es capaz de evocar sefales de Ca®* en los astrocitos de
stratum radiatum, especialmente en grupo control y en el grupo kindling. Asi, el bloqueo de
la actividad astroglial es capaz de imitar patrones de oscilacion vistos en el hipocampo sin
epilepsia (Fig.5A). Si bien en los registros aqui indicados del grupo kindling se observan
oscilaciones de Ca** durante la estimulacion eléctrica, no es posible asociarla a un fenémeno
evocado producto de la alta hiperexcitabilidad pre-TBS. Esto es concordante con lo
observado previamente en otros trabajos publicado por este laboratorio (Wellmann et al.,
2018). En cuanto a la distribucion de las ondas en funcioén de su duracion (ondas rapidas y
lentas), pre-TBS hubo un aumento de las oscilaciones rapidas (FT Osc) respecto de
oscilaciones lentas (ST Osc) en el grupo control y kindling en presencia de MRS2179. A su
vez, en el caso del grupo kindling, la cantidad de ST Osc fue mayor pre-TBS (Fig.5B y C).
Durante la estimulacion y posterior a ella, hubo un aumento en la cantidad de ST Osc en
todos los grupos experimentales. De esta manera podemos interpretar que mas alla de la
cantidad de ST Osc que presenta el hipocampo epiléptico tanto, antes, durante y después de
la estimulacion, es el desbalance entre las FT/ST Osc el que podria alterar el funcionamiento

trisinaptico y la generacion de las condiciones que promueven la inducciéon de LTP en
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sinapsis glutamatérgicas. En otros experimentos y de manera concordante con lo observado
aqui, el bloqueo de los IP3Rs, relacionado con la activacion de las ondas de Ca?* y D-serina,
es capaz por si sola de disminuir la LTP del hipocampo en presencia de heparina y a su vez,
recuperarse a la aplicacion de D-serina exdgena. De manera complementaria, es interesante
considerar teorias que apuntan a los astrocitos como un regalador del metabolismo y la
energia celular. Podrian los astrocitos a través de, por ejemplo, el incremento en el
metabolismo de la adenosina, un producto metabdlico de la degradacion de ATP, inhibir los
procesos que consumen energia como una adaptacion evolutiva para conservar energia
(Boison y Steinhéduser., 2017). En nuestro trabajo desconocemos el mecanismo celular
especifico involucrado en la alteracion de la LTP en el hipocampo epiléptico, sin embargo la
recuperacion de su expresion en presencia de antagonistas de los receptores PDY: y la
subsecuente disminucion en el namero de las ST sugieren que la alteracion de la plasticidad
no es exclusivamente neuronal si no astroglial a través de un mecanismo Ca*" dependiente
como en la gliatransmision. Faltan estudios que determinen en detalle los mecanismos
involucrados, entre ellos el rol del glutamato o sus agonistas.

En resumen, nuestros resultados indican que el aumento de la reactividad astroglial
altera la inducciéon de LTP en el hipocampo epiléptico en ratas adultas, a través de la
sefializacion Ca?‘-dependiente, mediada por activacion de receptores P2Yi. En estas
condiciones, la recuperacion del patron de ondas de Ca?* astroglial por medio de anatgonistas

de los receptores purinergicos P2Y recupera la capacidad de expresar LTP en el hipocampo.
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CONCLUSIONES

Los resultados conseguidos en este trabajo indican que:

1.

El aumento de la comunicacion astroglial en el hipocampo epiléptico altera la capacidad
de expresar LTP y contribuye a un estado de hiperexcitabilidad y saturacion de los
mecanismos necesarios para la expresion de la plasticidad sinaptica a través del
desbalance en las oscilaciones FT/ST de Ca®' astrocitario. Esto se expresa en la
incapacidad de expresar LTP de manera normal en las neuronas piramidales del
hipocampo kindleado, estando ademas saturada al aumento en el numero de
estimulaciones, pudiendo “recuperarse” al bloqueo de P2Y;R y su consecuente
disminucion de la sefializacion astroglial.

En sintesis, los resultados obtenidos sugieren que la hiperexcitabilidad astroglial en el
hipocampo epiléptico, altera la sefializacion astrocito-astrocito, posiblemente a través de
ATP, lo que conlleva una capacidad limitada para expresar plasticidad a largo plazo.
Dado esto y en concordancia con trabajos previamente publicados en este laboratorio, el
aumento en la sefializacion astrocitica a través de oscilaciones de Ca’* es capaz de
mantener un tono glutamatérgico aumentado, afectando en parte, su capacidad pléstica
en un modelo de ELT cronico. De esta manera la plasticidad no es un fenémeno
exclusivamente neuronal si no también astroglial.

Estos resultados junto a numeros antecedentes relacionados con la alteracion en el
desarrollo de engramas cognitivos, muestran que la sefializacion astroglial es un factor
de gran relevancia al momento de considerar futuros objetivos farmacoldgicos para el
tratamiento de la epilepsia de 16bulo temporal, desde su desarrollo hasta las secuelas

cognitivas que se producen en pacientes epilepticos.
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