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RESUMEN

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es un neurotransmisor y neuromodulador
ampliamente distribuido en el sistema nervioso central donde regula la comunicacion y
excitabilidad neuronal, y de este modo una gran variedad de funciones cerebrales. El primer paso
de la vision, la transduccion y la codificacion de estimulos de luz en sefiales eléctricas o neuronales,
se produce en la retina. En este circuito neuronal, la 5-HT y algunos de sus receptores se encuentran
ampliamente distribuidos en diferentes tipos neuronales, incluidas las células bipolares, amacrinas
y ganglionares (RGCs). Estas ultimas son las encargadas de converger y llevar la sefial visual desde
la retina en forma de potenciales de accién (PA) hacia centros superiores del cerebro. En la
actualidad, los efectos de la 5-HT sobre la excitabilidad de las RGCs, asi como sobre el
procesamiento de los estimulos visuales, atin no estan claros. Es por ello, que con el fin de avanzar
en nuestra comprensién sobre la funcién de la 5-HT en la retina de mamiferos, en el presente trabajo
de tesis se utilizaron registros electrofisioldgicos de célula Unica para evaluar los efectos de la 5-
HT sobre los PA evocados y el potencial de membrana en reposo de dos tipos de RGC: las del tipo
ON que aumentan el disparo de potenciales en respuesta a incrementos de luz y las del tipo OFF
que aumentan el disparo en respuesta a disminuciones de luz. Los resultados indican que la
aplicacion exogena de 5-HT (10 uM) (1) modifica la frecuencia de disparo y (I1) disminuye la
amplitud de los PA evocados, (I11) ademas de modificar el potencial de membrana en reposo en
una manera célula especifica, afectando solo a las RGC del tipo OFF, pero no las RGC del tipo
ON. Del mismo modo, (1V) la aplicacion exdgena de TCB-2 (1 uM), un agonista especifico para
receptores 5-HT2a, modifica el potencial de reposo de las RGC del tipo OFF, pero no las del tipo
ON. Juntos estos resultados indican que la 5-HT posiblemente a través de la activaciéon de
receptores 5-HT2a modificaria las propiedades intrinsecas y la excitabilidad de las RGC de una
manera célula especifica afectando las RGCs del tipo OFF, pero no las del tipo ON. De este modo,
los resultados sugieren que la 5-HT podria jugar un papel importante en la codificacién de sefiales
visuales de baja luminosidad, especificamente reduciendo la excitabilidad de las RGCs OFF y por
tanto la magnitud de las sefiales visuales o PA que son enviadas a centros superiores del

procesamiento visual.



ABSTRACT

Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5-HT) is a neurotransmitter and neuromodulator
widely distributed in the central nervous system, where it regulates neuronal communication and
excitability, and thus a wide variety of brain functions. The first step of vision, the transduction
and encoding of physical light stimulus into a neuronal signal, occurs in the retina. In this neuronal
circuit, the 5-HT and some of its receptors are distributed in different neuronal types, including
bipolar cells, amacrine cells and ganglion cells (RGCs). The latter are responsible for converging
and carrying the visual signal from the retina in the form of action potentials to superior centers in
the brain. However, to date the effects of 5-HT on the excitability of RGCs, as well as on the
processing of visual stimulus, is poorly understood. In order to advance our understanding of the
role of 5-HT in the mammalian retina, in the present thesis work single-cell electrophysiological
recordings are used to evaluate the effect of 5-HT on evoked action potentials and the resting
membrane potential of two types of RGC: The ON type that increase the firing of potentials in
response to light increments and the OFF type that increase the firing in response to light decreases.
The results indicate that the exogenous application of 5-HT (10 uM) (I) modifies the firing
frequency and (I1) decreases the amplitude of the evoked action potentials. Moreover, (111) modifies
the resting membrane potential in a cell-type specific manner, affecting only OFF RGCs, but not
ON RGC. In addition, (1V) exogenous application of TCB-2 (1 uM), a specific 5-HT2a receptors
agonist modifies the resting potential in OFF-type RGC but not ON RGC. Altogether these results
suggest that 5-HT possibly through the activation of 5-HT2a could play an important role in the
coding of visual signals of low luminosity, specifically reducing the excitability of RGCs OFF and
thus modifying the magnitude of the visual signals or AP that are send to higher visual processing

centers.



LISTA DE ACRONIMOS

5-HT: 5-Hidroxitriptamina o serotonina
5-HTP: 5-hidroxitriptofano

SERT: Transportador de serotonina

SSRI: Inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina

5-HTR: Receptores de serotonina

GPCRs: Receptores acoplados a proteina G
RGC: Celulas ganglionares de la retina
CPI: Capa plexiforme interna

CPE: Capa plexiforme externa

CNE: Capa nuclear externa

CNI: Capa nuclear interna

CCG: Capa de células ganglionares

RBC: Célula bipolar de baston

CBC: Célula bipolar de cono

BC: Células bipolares

SNC: Sistema nervioso central

PA: Potencial de accion

Vm: Voltaje de membrana

Vrep: Voltaje de reposo

IP3: Inositol trifosfato

PKC: Proteina quinasa C

PLC: Fosfolipasa C

ACSF: Liquido cefalorraquideo artificial
cGMP: Guanosina monofosfato ciclica
IR-DIC: Microscopia de contraste de interfaz
diferencial infrarroja

FWHM: Ancho a media altura
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. EL NEUROTRANSMISOR SEROTONINA

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) y el aminoécido esencial triptéfano del cual
deriva este neurotransmisor, pertenecen a un grupo de compuestos aromaticos llamados indoles.
Se sabe que la funcion biologica de la 5-HT es compleja y multifacética, regulando numerosos
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria, ademas de otros procesos fisiologicos como
el suefio y la respiracion. En el sistema nervioso central (SNC), la 5-HT es producida
mayoritariamente, pero no exclusivamente, en un agregado de neuronas ubicado en la linea media
del tallo encefalico y parte estructural del mesencéfalo, conocida como los nucleos de Rafe (1). En
estas neuronas, denominadas neuronas serotoninérgicas, se sintetiza la 5-HT en 2 pasos esenciales,
primero la enzima triptéfano hidroxilasa transforma el triptéfano en 5-hidroxitriptofano (5-HTP),
para que luego la enzima aminoédcido aromético descarboxilasa o 5-hidroxitriptofano
decarboxilasa, transforme el 5-HTP en 5-HT (2). Estas neuronas serotoninérgicas del rafe
proyectan sus axones hacia diversas areas del cerebro y la medula espinal (Figura 1.1), donde
distribuyen la 5-HT para regular multiples procesos como la atencion, el estado de animo, la
cognicién, suefio, dolor, funcion motora, funcién endocrina, entre otras (3). Es por ello, que
alteraciones del sistema serotoninérgico han sido involucradas en la patogénesis de multiples
enfermedades neurolégicas, como la ansiedad, esquizofrenia y depresion (4). Esta Gltima, es una
de las enfermedades neuropsiquiatricas mas comunes de nuestro tiempo, afectando a un 4,4% de
la poblacion mundial y cerca de un 5% de los chilenos segun estimacion de la OMS (Organizacion
Mundial de Salud) en 2017 (5). A pesar de que los factores que causan esta patologia no han sido
completamente clarificados, lo que si se sabe es que el sistema serotoninérgico se encuentra
desregulado en el cerebro de los sujetos depresivos (6-8). De hecho, inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina (SSRI) los que aumentan los niveles de 5-HT en el SNC, se han convertido

en farmacos de primera linea para el tratamiento de la depresidn y otros trastornos mentales (9).
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Figura 1.1 Esquema de las proyecciones de las neuronas serotoninérgicas del Rafe a distintas
areas del cerebro y la retina (A), también de proyecciones desde la retina hacia el Rafe (B, C, D).
A, Proyecciones serotoninérgicas de neuronas del Rafe hacia distintas zonas del SNC, entre ellas

la retina. B, C. Nucleo del Rafe (magenta) y proyecciones de RGC (verde) mediante marcaje
fluorescente retrogrado. D, RGC que proyecta hacia el nucleo del Rafe (10). Modificado de Nestler

etal. y Villar et al (1,11).
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Varias lineas de evidencia indican que la compleja accion de la 5-HT en la funcion
neuronal estd determinada por distintos subtipos de receptores para 5-HT (5-HTR), los cuales se
agrupan en 7 familias (5-HT:-5HT7), con un total de 14 subtipos identificados a la fecha. A
excepcion de los 5-HT3R que corresponden a receptores ionotropicos cuya activacion desencadena
una rapida despolarizacion y aumenta la concentracion de calcio (Ca?*) citosdlico, todos los otros
subtipos de 5-HTR son clasificados como receptores metabotropicos, de siete segmentos
transmembrana acoplados a proteinas fijadoras de guanosina trifosfato (GTP) o proteina G (12).
La activacion de estos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) desencadenan diferentes
cascadas de segundos mensajeros para producir una respuesta neuronal de tipo excitadora o
inhibitoria (tabla 1.1). Por ejemplo, receptores de la familia de 5-HT1R se acoplan a traves de las
proteinas Gi/Go disminuyendo asi los niveles de AMP ciclico y produciendo efectos inhibidores a
través de la apertura de canales K* rectificadores de entrada o el cierre de los canales Ca?* (12—15)
. Por otro lado, la familia de 5-HT2R (2A, 2B y 2C) que estan unidos preferentemente a proteinas
Gg1 producen efectos excitadores modificando la excitabilidad neuronal al despolarizar las
neuronas a través de la activacion de la fosfolipasa C (PLC), la hidrdlisis de fosfoinositol (IP3) y el
aumento intracelular de Ca?* (16). Dada la gran diversidad de subtipos de 5-HTR y su expresion
diferencial en diversos circuitos neuronales, las contribuciones relativas de cada subtipo de receptor

a la regulacion de las funciones cerebrales ain no estan del todo claras.
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Tabla 1.1 Clasificacion de los receptores de 5-HT en siete familias (5-HT1-5HT>), el tipo de
proteina a la que se encuentra acoplada, sus respectivos mecanismos celulares y cascadas de
sefializacion ademas del respectivo efecto final de su activacion (12).

Familia Tipo Mecanismo Efecto
Proteina acoplada Disminuye niveles o
5-HT1 ) Inhibitorio
Gi/Go celulares de cAMP

) Incrementa niveles
Proteina acoplada

5-HT: celulares de IP3 'y Excitatorio
Gg/11
Ca?*
Canal catidnico Despolariza la ) )
5-HTs Excitatorio

activado por ligando  membrana plasmatica

] Incrementa niveles ) )
5-HTa4 Proteina acoplada Gs Excitatorio
celulares de cCAMP

Proteina acoplada Disminuye niveles o
5-HTs ) Inhibitorio
Gi/Go celulares de cAMP

] Incrementa niveles ) )
5-HTs Proteina acoplada Gs Excitatorio
celulares de cCAMP

) Incrementa niveles ) )
5-HT~ Proteina acoplada Gs Excitatorio
celulares de cCAMP
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1.2. SEROTONINA EN LA RETINA DE VERTEBRADOS

Para los mamiferos, incluyendo a los humanos, los 0jos son el Unico punto de entrada
para que la informacién visual alcance el cerebro. La retina, ubicada en la parte mas interna del
globo ocular, es un tejido neural del SNC encargado de transformar las sefiales luminosas recibidas
desde el ambiente externo en sefiales eléctricas que codifican los diferentes aspectos de la vision
(17). Luminosidad, contraste y movimiento son caracteristicas que la retina es capaz de captar y
codificar gracias a la elevada especializacion y compleja organizacion tanto anatomica como
fisiologica de las neuronas que la componen (18,19), entre las cuales podemos mencionar los
fotorreceptores, las células bipolares, horizontales, amacrinas y ganglionares, ademas de un tipo de
célula glial, las células de Miiller (20) (Figura 1.2). La presencia de monoaminas biogénicas en la
retina se informo por primera vez hace mas de 50 afios (21), y la posterior deteccion de células
acumuladoras de 5-HT (22,23), la presencia del transportador (SERT) requerido para la recaptura
de 5-HT desde el espacio sinaptico (24,25), como la expresion de diversos subtipos de 5-HTRs
entre los cuales podemos mencionar los 5-HT1aR, 5-HT2aR, 5-HT2cR y 5-HT3R (26-34), indican
que el sistema serotoninérgico esta presente en la retina. Si bien, la localizacion exacta de estos
receptores en la retina de mamiferos todavia no es del todo clara, experimentos farmacolégicos han
demostrado que todos estan involucrados de uno u otro modo en el procesamiento visual a nivel de
la retina (35,36). Nueva evidencia demuestra la existencia de proyecciones directas desde las
neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe hacia la retina y viceversa (10,11,37-39), sugiriendo
que posiblemente la 5-HT estaria desempefiando un rol fisiolégico importante en el procesamiento
visual. Sin embargo, a la fecha, como y a través de qué mecanismos celulares la 5-HT regula el

procesamiento de los estimulos visuales en la retina de mamiferos, no estan claros.
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Figura 1.2. Esquema representativo de los diversos tipos celulares y capas que componen la retina
de vertebrados. La capa nuclear externa (que contiene los somas de los fotorreceptores), la capa
plexiforme externa (donde ocurren las sinapsis o conexiones entre los fotorreceptores, las células
bipolares y horizontales). La capa nuclear interna (que posee los somas de las células bipolares,
horizontales, y en algunos casos células amacrinas desplazadas). En la parte mas interna de la
retina se encuentra la capa plexiforme interna (donde ocurren conexiones entre los terminales de
las células bipolares, y las dendritas de las células amacrinas y ganglionares). Finalmente se
encuentra la capa de células ganglionares (que presentan los cuerpos o somas de las RGCs y en
algunos casos células amacrinas desplazadas). Los axones de las RGCs forman el nervio 6ptico,

la salida de la retina hacia el cerebro. Modificado de Dhande et al. (40).
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1.3. SEROTONINA EN EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
VISUAL

El procesamiento de la informacion visual comienza como el resultado de interacciones
neuronales paralelas en dos capas sinapticas, la capa plexiforme externa (CPE) y la capa plexiforme
interna (CPI), y culmina en impulsos nerviosos o potenciales de accion (PA) generados por las
células ganglionares (RGCs), cuyos axones envian la informacion visual hacia el cerebro a traves
del nervio Optico (Figura 1.2). En la capa mas externa de la retina se encuentran los fotorreceptores,
células encargadas de realizar la foto-transduccion, proceso en el cual la energia luminica (fotones)
es transformada en una sefial neuronal. Existen dos tipos de fotorreceptores y su activacion depende
de las condiciones de luminosidad: los bastones, especializados para la vision escotdpica
(oscuridad/baja luminosidad) y los conos, que permiten la visién de los colores (vision fotdpica).
En ausencia de un estimulo luminico, los fotorreceptores liberan constantemente glutamato, esto
es posible gracias a que poseen canales cationicos que estan abiertos en la oscuridad que son
dependientes de cGMP (guanosina monofosfato ciclica). EI constante flujo de cationes
(principalmente sodio y calcio) hacia el interior del fotorreceptor, permite que estos mantengan
despolarizaciones constantes y liberen asi el neurotransmisor glutamato. Este proceso cesa durante
el estimulo de luz principalmente por la activacion de una proteina de rodopsina. Esta proteina
presenta una uniéon a un cromoforo que deriva de la vitamina A, el retinal. Este complejo se
encuentra en el segmento externo del fotorreceptor. Al ser activada la rodopsina mediante la
absorcion de un foton, se genera un cambio conformacional de esta activando una proteina G y una
serie de segundos mensajeros intracelulares que culminan con la hidrolisis de cGMP provocando
el cierre de los canales cationicos dependientes de cGMP e hiperpolarizando al fotorreceptor (2).
Si bien la expresion de receptores de 5-HT1R ha sido reportada en fotorreceptores (41), su funcién
en la regulacion de liberacién de glutamato o en la excitabilidad de los fotorreceptores se
desconoce. No obstante, la activacion de estos receptores ha sido propuesto como un mecanismo
neuroprotector previniendo la degeneracion de los fotorreceptores en modelos de estudio de
degeneracion retiniana (42). Por ejemplo, la activacion de receptores 5-HT1a ha demostrado
prevenir la degeneracion de la retina en modelos de retinopatia inducida por luz. En ratones

mutantes SOD (Superdxido dismutasa) que desarrollan un estrés oxidativo relacionado con la edad
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acelerado en la retina, la activacion de 5-HT1aR ha demostrado reducir la degeneracion de
fotorreceptores (42). Por otro lado, también se ha reportado la expresion de receptores 5-HTz en
los terminales de los bastones lo que sugiere que estos receptores pueden controlar/regular la vision
escotopica o de baja intensidad luminica mediante una modulacion de la liberacion de glutamato

desde los terminales de los bastones (35,43).

La sefial eléctrica evocada por la luz en los fotorreceptores es sucesivamente
transmitida hacia las células bipolares (BC) en la CPE. Diez tipos de BC han sido descritas en la
retina de mamiferos, nueve que reciben sinapsis directamente desde los conos (células bipolares de
cono; CBC), y un solo tipo (la célula bipolar de baston; RBC) que recibe entradas desde los
bastones (44). Estas BC son clasificadas en base a su respuesta frente al estimulo de luz: las células
tipo ON que se despolarizan al estimulo de luz (tipo 5 hasta tipo 9, incluida la RBC), y las de tipo
OFF (tipos 1 al 4) que se hiperpolarizan en respuesta a un estimulo luminico. Esta respuesta
diferencial se debe a la expresion de distintos tipos de receptores de glutamato en las dendritas de
las BC. Las BC del tipo ON (tipo 5 al 9) expresan el receptor de glutamato metabotropico tipo 6
(mGIuR6), cuya activacién culmina con el bloqueo de un canal cationico no selectivo llamado
TRPML (45,46). En condiciones de oscuridad, dado que hay un flujo continuo de glutamato desde
el fotorreceptor hacia la BC ON, estos canales permanecen cerrados. Al cesar el flujo continuo de
glutamato durante el estimulo luminico y por tanto la activacion de mGIuR®6, los canales de TRPM1
son activados, permitiendo la entrada de cationes como sodio (Na*) y Ca®*" y la sucesiva
despolarizacion de las BC tipo ON (a esta sefial se le llama invertida o sign-inverting dado que se
invierte la sefial de hiperpolarizacién del fotorreceptor). Por su parte, las BC OFF expresan
receptores ionotrdpicos de glutamato del tipo AMPA-Kainato que son permeables a cationes y que
despolarizan la membrana de las BC OFF al ser activados por el glutamato (47). Dado que el flujo
de glutamato desde el fotorreceptor cesa con la estimulacion luminica, las BC OFF responderan
ante la luz con una hiperpolarizacion (es Ilamada sefial conservada o sign-conserving dado que
mantiene la sefial hiperpolarizante del fotorreceptor). Ambos tipos de BC extienden sus axones
desde la CNI hasta la CPI, la cual esta subdividida en 5 sub-laminas (5 divisiones del mismo tamario
de la CPI), éstas se agrupan en dos grandes sub-laminas, la sub-lamina “a” compuesta por la sub-

lamina 1y 2, y la sub-ldmina “b” compuesta por las sub-laminas 3,4 y 5 (Figura 1.2). La disposicion
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anatomica de los axones en estas sub-laminas presenta una correspondencia con las caracteristicas
funcionales de las BC. Esto quiere decir que las BC tipo ON, que se despolarizan al estimulo
luminico, distribuyen sus axones dentro de la sub-lamina b de la CPI, mientras que las BC tipo
OFF que se hiperpolarizan al estimulo luminico distribuyen sus axones dentro de la sub-lamina a
de la CPI (Figura 1.2) (48). La evidencia nos indica que diversos tipos de BC pueden acumular 5-
HT dada la expresion del transportador de 5-HT (SERT) (23,24,49), no obstante, el papel funcional
de la acumulacion de 5-HT en la funcion de las BCs y la modulacion de la sefial visual siguen
siendo un misterio. Por ejemplo, a la fecha se desconocen las consecuencias funcionales de la
activacion de receptores de 5-HT3 expresados especificamente en las BC de cono tipo 5 (50) y de
los 5-HT2a presentes en las BC de cono tipo 4 (28). A pesar de ello, la expresion de estos receptores
en las BC sugiere que la 5-HT pudiera estar ejerciendo un efecto sobre la funcion de las BC ON y
OFF modificando la liberacion de glutamato y por consecuencia el procesamiento de la

informacion visual en la CPI.

El ultimo paso en el procesamiento visual ocurre en la CPI, donde los terminales de las
BC transmiten la sefial excitadora glutamatérgica hacia las células ganglionares (RGC), quienes
convergen y transmiten las sefiales visuales a través del nervio optico en forma de PA hacia centros
superiores del cerebro como el tdlamo o el mismo rafe (10,37-39,51). La conexion de los
terminales sinapticos de las BC con las RGC ocurre en las distintas sub-laminas que componen la
CPI, y de este modo determinan el tipo de RGCs. Las RGC del tipo ON que reciben entradas desde
las BC de tipo ON en la sub-lamina b, y las RGC del tipo OFF que reciben entradas de las BC tipo
OFF en la sub-lamina a de la CPI (Figura 1.2). Un tercer tipo de RGC cuyo arbol dendritico se
estratifica en ambas sub-laminas se conoce como las RGC de tipo ON/OFF, ya que reciben entradas
al mismo tiempo de las BC tipo ON y OFF (20,52,53). De este modo, el comportamiento funcional
de las RGC ante un estimulo luminico dependera del tipo de RGC vy recae principalmente en la
sefial trasmitida a estas. Las RGC del tipo ON se despolarizaran ante el estimulo luminico, las RGC
del tipo OFF se hiperpolarizaran ante el mismo estimulo, y las RGC del tipo ON/OFF se
despolarizaran tanto al recibir un estimulo luminico, como al dejar de recibirlo. Estas respuestas
estan dadas principalmente por la expresion y activacion de receptores ionotropicos de glutamato

expresados en las RGC, dado que ante un estimulo luminico las BC ON transmiten glutamato hacia
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las RGC ON, estas se despolarizan a consecuencia de la activacion de los receptores de glutamato
que poseen, esto explica la respuesta diferencial de cada tipo de RGC. Se ha descrito que en la
retina de gato, la 5-HT suprime la actividad de las RGC del tipo ON, mientras que aumenta las del
tipo OFF (54). Por otro lado, en la retina de conejo se ha descrito que la activacion de 5-HT:R o la
inhibicion de 5-HT2R también modifican el componente ON de las respuestas visuales en las RGC,
especificamente reduciendo las respuestas de tipo ON (36,55). Del mismo modo, se ha descrito
que activacion de los 5SHT3R con un agonista selectivo aumenta las respuestas de las RGCs del tipo
ON, mientras que disminuye las respuestas a luz de las RGCs del tipo OFF en condiciones de baja
luminosidad (31). Estos efectos de la 5-HT sobre las respuestas visuales en las RGCs ON han sido
discutidos en base a una posible modulacion por parte de los receptores 5-HT2 y 5HTs en la
liberacion de glutamato desde los terminales de las BC ON, en particular de las BC de baston (31).
Sin embargo, nueva evidencia indica que los efectos de los agonistas de 5-HT; sobre la actividad
de las RGCs, se deberian a un aumento de la transmisién inhibitoria GABAérgica en la CPI (56).
Esta actividad inhibitoria en la CPI esta a cargo de un tipo de células inhibitorias llamadas células
amacrinas, responsables de la inhibicion lateral (GABAérgica y glicinérgica) e integracion
sinaptica en la CPI, dos procesos fundamentales en el procesamiento de la informacion visual
(20,57,58). Notablemente, un subconjunto de estas células amacrinas pueden acumular o sintetizar
5-HT en varias especies de vertebrados (25,59-61). De este modo, en la CPI, la 5-HT actuando en
diferentes niveles tanto sobre la transmision excitadora desde las BC sobre las RGCs, como
también sobre la transmision inhibitoria desde las células amacrinas, modifica la actividad de las

RGCs frente a los estimulos de luz.

Por altimo, es posible que la 5-HT en la CPI modifique directamente la actividad de
las RGCs, alterando sus propiedades intrinsecas o su excitabilidad. Si bien la evidencia actual sobre
la expresion y funcién de los diversos tipos de receptores de 5-HT a nivel de las RGC no es claro,
se ha sugerido que los 5-HT2cR expresados en las RGC pueden ser importantes en el crecimiento
de neuritas y para la actividad de las RGC en respuesta a los estimulos fisioldgicos (29), de manera
interesante se ha demostrado que la activacion de estos receptores puede aumentar o disminuir la
excitabilidad de las neuronas en distintas zonas cerebrales a través de mecanismos que varian

dependiendo de la zona cerebral estudiada (62), sin embargo, se desconoce si afectan de la misma



CAPITULO 1. INTRODUCCION 11

manera a las RGC. Ademas, el tratamiento con agonistas de 5-HT1aR 0 antagonistas de 5-HT2aR
han mostrado efectos neuroprotectores sobre las RGCs en modelos murinos de degeneracion de la
retina (63-66), y al igual que los receptores 5-HT2c, ambos pueden aumentar o disminuir la
excitabilidad de neuronas en diversas partes del SNC (62,67). Mientras estos efectos
neuroprotectores pueden deberse a la modulacion de las entradas excitadoras e inhibidoras sobre
las RGCs, sus efectos sobre la integracion sinaptica y la excitabilidad o actividad de las RGCs aln

no estan claros.

1.4. EFECTOS DE LA SEROTONINA SOBRE LA EXCITABILIDAD
NEURONAL

La excitabilidad neuronal es la capacidad de las neuronas de cambiar su potencial
eléctrico y transmitir este cambio a través de su axén en forma de PA. En la retina, con excepcién
de algunos subtipos de células amacrinas y bipolares (68-71), las RGCs son las Gnicas capaces de
cambiar su actividad eléctrica y disparar PA para enviar la informacién visual a través del nervio
Optico hacia el tAlamo. En el reposo (estado en ausencia de estimulos) la superficie extracelular de
las RGCs posee un exceso de cargas positivas, mientras que la superficie citoplasmatica posee un
exceso de cargas negativas. La separacion de cargas por parte de la membrana lipidica da origen a
una diferencia de potencial eléctrico, o de voltaje, a través de la membrana llamado potencial de
membrana. Usualmente el valor de este potencial varia entre -60 mV y -70 mV. Ante un estimulo,
las neuronas responden con una variacion en el voltaje de membrana (V). Esta respuesta puede
ser pasiva o activa. El cambio pasivo en el Vi que se produce en respuesta a la hiperpolarizacion
(cuando el Vm se vuelve més negativo) o despolarizaciéon (cuando el Vm se vuelve méas positivo)
no depende de la apertura o cierre de los canales dependientes de voltaje. Mas bien, la corriente
ionica que produce las respuestas eléctricas pasivas fluye principalmente a través de canales
selectivos de potasio (K™) que estan siempre abiertos. Estos canales de K* (Ilamados canales de K*
en reposo) son, en gran medida, responsables del mantenimiento del potencial de reposo (Vrep) @

través de la membrana celular. EI cambio activo del Vi que se produce en respuesta a un estimulo
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que sobrepasa un umbral de despolarizacion, depende de la apertura o cierre de numerosos canales
ionicos dependientes de voltaje y selectivos para Na* y K*. Estos cambios breves (~1 ms) e intensos
del Vm se conocen como potenciales de accion, los cuales se propagan sin decremento a lo largo
de los axones, es decir, una vez se ha iniciado un cambio activo en el Vm, la sefial viaja por la
membrana celular, produciendo la misma intensidad de cambio del Vi en cada punto del axon
(2,51).

Generalmente, un PA comienza cuando la despolarizacion pasiva (despolarizacion que
no requiere apertura de canales activados por voltaje) de una membrana excitable alcanza un valor
umbral (potencial umbral; Figura 1.3), luego de alcanzar un valor umbral se desencadena la
activacion o apertura de una gran cantidad de canales de Na™ y K™ activados por voltaje lo que
provoca que la membrana aumente de manera significativa su permeabilidad a estos iones y por lo
tanto aumente su conductancia (facilidad con la que los iones pueden atravesar la membrana). El
aumento drastico en el ingreso de Na* de la célula es la causa principal del cambio rapido en el V.
Este cambio sera progresivo hasta que el Vi se acerque al potencial de equilibrio del Na* (donde
no hay movimiento neto de iones entre los espacios intra y extracelular) el cual varia entre los +10
y +50 mV. A medida que el PA alcanza su cumbre, la conductancia del Na* disminuye y la
conductancia del K* aumenta, produciéndose una salida de iones de K* desde el interior de la célula
a favor de su gradiente electroquimico. El abandono de cargas positivas (flujo de K*) junto con la
inactivacion rapida de los canales de Na* (una de las propiedades biofisicas de estos canales),
provoca que el potencial de membrana se repolarice volviendo al reposo, o en ocasiones, llegando
a una leve hiperpolarizacion que disminuye hasta llegar al Vep, dando asi por finalizado el PA. El
corto periodo en el que el Vi es positivo se denomina sobredescarga. Durante la ultima fase del
PA (proceso de repolarizacion), las neuronas no pueden volver a disparar un nuevo PA
independiente de la intensidad del estimulo, lo que se conoce como periodo refractario absoluto
(Figura 1.3).

La probabilidad de generar un PA por parte de una neurona o en este caso una RGC,
no solo depende de las conductancias de Na™ y K* presentes en estas células excitables, sino

también dado el proceso de integracion de la comunicacion excitadora (sefiales que aumentan las
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probabilidades de que surja un PA) o inhibitorias (sefiales que reducen la probabilidad de un PA).
Si bien, la evidencia actual sugiere que la 5-HT pude modificar la actividad de las RGCs mediante
la regulacion de la transmision excitadora desde las BC mediante la activacion de receptores 5-
HT,y5-HTs, asi como la transmision inhibitoria desde las células amacrinas mediante la activacion
de receptores 5-HT: (31,56) se desconoce si la 5-HT puede modular directamente el disparo de PA
o influir en el potencial de reposo mediante la activacion de receptores directamente expresados en

las RGCs (26,29), algo esencial para influenciar el procesamiento visual.
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Figura 1.3. Esquema de las distintas fases del potencial de accion y de los cambios en las
conductancias y corrientes asociados a estas fases. A. distintas fases de un potencial de accion
evocado por corrientes de distintas intensidades. 1, corriente de baja intensidad que genera un
cambio pasivo (subumbral) en el potencial de membrana. 2, corriente de mayor intensidad que
genera un cambio pasivo de mayor intensidad, aun insuficiente para desencadenar un potencial
de accion. 3, corriente umbral que genera el disparo de un potencial de accion (la linea punteada
bajo este numero indica la respuesta pasiva de la membrana en caso de no sobrepasar el umbral
de disparo)(72). B. Cambios en las conductancias, corrientes y voltaje asociados a las distintas
fases del potencial de accion, en la parte inferior se ilustra los cambios en la apertura, cierre y

blogueo de los canales de Na*y K* (73).
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En otras zonas del SNC, se ha demostrado que la 5-HT es capaz de modular distintos
tipos de canales de K" involucrados en la mantencion del potencial de reposo. Por ejemplo, en la
amigdala la activacion de receptores 5-HT2c genera una cambio en el potencial de reposo mediante
el blogueo de un tipo de canal de K* llamado GIRK (74). Otros mecanismos de modulacion a cargo
de la 5-HT han sido descubiertos, como son la reduccién de conductancias de K* (75,76), la
modulacion de proteinas intercambiadoras de iones (77) o de canales de CI” (78). Del mismo modo,
los efectos de la 5-HT sobre generacion de PA han sido descritos en diversas areas del SNC. Por
ejemplo, en la corteza prefrontal se ha demostrado que la activacion de receptores 5-HT> disminuye
las corrientes de Na* y asi la excitabilidad neuronal (62). De la misma manera, la activacion del
receptor 5-HT1a ha demostrado disminuir las corrientes de Na* e influenciar el PA en la corteza
prefrontal (67). Indudablemente la evidencia indica que la activacion de algunos receptores de 5-
HT conlleva un cambio en la excitabilidad neuronal, sin embargo, a la fecha no existe evidencia

que demuestre que la excitabilidad de las RGCs pueda ser afectada por la 5-HT.

Es por ello, que el principal objetivo de este trabajo consiste en dilucidar si la 5-HT
puede modificar la excitabilidad de las RGCs en la retina de raton, cambiando su excitabilidad v,
por lo tanto, la manera que estas responden a los estimulos visuales provenientes desde el mundo
exterior. Responder a esta interrogante no solo aportara a nuestra comprensién de los mecanismos
celulares y moleculares que subyacen el procesamiento visual en la retina en condiciones normales,
sino que también nos puede proporcionar informacion relevante para comprender los posibles
efectos de farmacos que apuntan a modificar los niveles de 5-HT sobre la funcién de las RGCs y
el procesamiento visual, farmacos que son actualmente utilizados para el tratamiento de algunos
trastornos neuropsiquiatricos como la ansiedad y la depresion y, que en ultima instancia, pueden
conducir al desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de estas patologias, sin efectos

secundarios en nuestra capacidad de ver el mundo exterior.
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CAPITULO 2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Mientras numerosa evidencia demuestra que el sistema serotoninérgico se encuentra
expresado en la retina de diversas especies, incluidas conejos, ratas y humanos (26,27,36,79),
modificando la actividad fisiologica de las células que componen la retina, a la fecha, como la 5-
HT regula nuestra capacidad de ver el mundo exterior ain no es del todo claro. En particular, se
desconocen los mecanismos celulares y moleculares por los cuales 5-HT puede regular la actividad
fisioldgica de las RGCs. Dado que las RGC son la Unica salida de informacion desde la retina hacia
los centros superiores del procesamiento visual, un cambio en la excitabilidad (capacidad de una
neurona para responder a un estimulo) podria facilitar o dificultar la transmision de la informacion

visual y asi influenciar la forma en que percibimos el medio ambiente que nos rodea.

2.1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Puede la5-HT regular la excitabilidad de las células ganglionares en la retina de ratéon?

y si es asi, ¢Cudl de sus receptores estaria involucrado?

2.2. HIPOTESIS

La 5-HT modula la excitabilidad de las células ganglionares del tipo ON y OFF
mediante cambios en el potencial de membrana en reposo y en la frecuencia de disparo de los
potenciales de accién, modificando asi la magnitud de las sefiales visuales que son enviadas a

centros superiores del procesamiento visual.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

Con el fin de dar respuesta a nuestra hipotesis nos hemos planteado los siguientes

objetivos.

3.1. OBJETIVO GENERAL

Examinar los efectos fisioldgicos que produce la aplicacion exdgena de 5-HT sobre la

excitabilidad de las células ganglionares ON y OFF en rebanadas de retina de raton.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Analizar el efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT (10 uM) sobre la frecuencia de
disparo, parametros de amplitud, ancho a media altura, tiempos de despolarizacién y caida

de potenciales de accion en células ganglionares ON y OFF en la retina de raton.

Il. Analizar el efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT (10 uM) sobre el potencial de

membrana de las células ganglionares ON y OFF en la retina de ratéon.

I11. Identificar el receptor de 5-HT especifico que pudiese estar involucrado en un cambio de
la excitabilidad de las RGC en la retina de raton.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1. POBLACION DE ESTUDIO

En este trabajo se utilizaron 12 ratones C57BL/6J wild-type de edad comprendida entre
los dias postnatales 20 y 40 (P20-P40) de ambos sexos. Los animales fueron mantenidos en un
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas en condiciones de temperatura (22-25°C) y humedad
controladas, con acceso a comida ad libitum. Todos los procedimientos experimentales han sido
realizados siguiendo las directrices del protocolo bioético establecido por el “National Institutes of
Health” (USA) y aprobado por el Comité de Bioética para estudios cientificos en animales de la

Universidad de Valparaiso de Chile (BS031/2016).

4.2. PREPARACION DE REBANADAS DE RETINA

Para la obtencion de las rebanadas de retina los animales fueron anestesiados con
isofluorano, luego decapitados y los ojos rapidamente enucleados. Las retinas fueron aisladas de
los ojos, realizando una diseccion bajo un microscopio estereoscopico (Leica S6T) en liquido
cefalorraquideo artificial (ACSF) compuesto por (en mM): 119 NaCl, 23 NaHCO3, 1,25 Na;HPOu,
2,5 KClI, 2,5 CaCly, 1,5 MgSOs, 10 glucosa, 2 Na*-piruvato y 2 Na*-lactato (pH 7,4; 290 mOsm),
a temperatura ambiente y en condiciones de continua oxigenacion (95% 02/5% COz) (80).
Brevemente, utilizando material de microdiseccién (pinzas n°® 5, 5/45 vy tijera tipo Spring, Fine
Science Tools), se elimind la cornea y el cristalino de cada 0jo, luego se limpi6 la copa Optica del
humor vitreo y se separo el epitelio pigmentado de la retina. Las retinas obtenidas fueron cortadas
en dos secciones de aproximadamente 1 x 2 x 0,2 mm e incluidas en agar de bajo punto de fusion
(3% p/v en una solucién de ACSF-Hepes, compuesto por (en mM): 119 NaCl, 24 HEPES, 1,25
Na:HPO4, 2,5 KCI, 2,5 CaCly, 1,5 MgSOs4, pH 7,4) para ser finalmente cortadas en secciones
transversales de 210 um de grosor utilizando un vibratomo VT1200s (Leica, Germany). Cabe
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destacar que solo una de las secciones verticales de una retina fue utilizada, ya que ésta genera
aproximadamente 10 rebanadas de retina, lo que fue suficiente para un dia de trabajo. La retina
sobrante fue utilizada por otros investigadores del laboratorio. Las rebanadas se dejaron estabilizar
por un periodo de 30 minutos en ACSF a temperatura ambiente antes de proceder con los registros
electrofisiologicos. Todo el proceso se realiz6 en condicidn fotopica — adaptacion a la luz - y bajo
continua oxigenacién. Posteriormente, las rebanadas o cortes de retina fueron montadas en un
microscopio NIKON Eclipse FN1 de fase fija y visualizadas mediante microscopia de contraste de
interfaz diferencial infrarroja (IR-DIC). En el microscopio, las rebanadas se mantuvieron bajo
perfusion continua con ACSF (saturado con 95% 02/5% CO>) y en condiciones de temperatura

controlada a 28 °C.

4.3. DIFERENCIACION DE LAS RGCs EN LOS SUBTIPOS ON, OFF Y
ON/OFF

Dado que la distincion anatomica de los subtipos funcionales de RGCs (ON, OFF y
ON/OFF) es imposible de realizar mediante microscopia IR/DIC (al menos sin marcadores
genéticos), se incluyd en la solucién intracelular el fluor6foro Alexa 488 (Invitrogen) a una
concentracion final de 10 uM. Esto permiti6 que, al difundir la solucion intracelular desde la pipeta
de registro hacia el interior de la RGC, el fluoréforo ocupe el volumen interno de la neurona
permitiendo la distincion de la estratificacion de sus dendritas mediante microscopia de
epifluorescencia. De todas las RGC registradas (n = 26), ninguna resulto poseer estratificacion
dendritica en ambas sub-laminas de la CPI, por lo que no se pudo evaluar el efecto farmacologico
en el subtipo ON/OFF. Las imégenes representativas de fluorescencia y campo claro de las RGC
OFF y ON, fueron realizadas mediante el software Image J (81) y su paquete de procesamiento Fiji
(82). La imagen de fluorescencia representa un z-stack de varios planos para representar la mayor
parte de sus ramificaciones dendriticas superpuestas sobre una imagen representativa de la misma

seccion mediante campo claro IR/DIC.
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4.4, REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Los registros electrofisioldgicos de las RGCs ON y OFF se realizaron mediante la
técnica de fijacion de membrana (o en inglés patch-clamp) en modo célula entera, y con una
solucion intracelular en base a metanosulfonato de K*, con la siguiente composicién (en Mm): 130
KMeS0O4, 4 KCI, 5 NaCl, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 7 Nax-fosfocreatina, 4 MgATP, 0.4 NaGTP (pH=
7,3 ; 280 mOsm), con el fin de realizar mediciones de voltaje a través del tiempo y analizar los PA
evocados por inyeccion de corriente de 50 pico amperes (pA) durante 500 milisegundos (ms). Para
realizar la fijacion de la membrana se utilizaron electrodos en vidrio borosilicato (Warner
Instruments) con una resistencia entre 4 y 6 MQ, adecuada al tamafio del soma de las RGC. Los
PA vy el potencial de membrana se registraron utilizando el amplificador Multiclamp 700B
(Molecular Devices), fueron filtradas a 2 kHz y adquiridas a 10 kHz y se analizaron mediante el
programa Igor-Pro (Wavemetrics, v6.37) y Origin-Pro (OriginLab, 2017).

4.5. FARMACOLOGIA

Para analizar el efecto de la 5-HT sobre las RGC ON y OFF se aplicé en el bafio 5-HT
(Tocris) a una concentracion de 10 uM por un maximo de 10 minutos. EI farmaco se prepar6 en
H20 Miliq de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Para determinar si los receptores de
5-HT> se encuentran involucrados en los efectos de la 5-HT, se utiliz6 un agonista selectivo de los
receptores 5-HT2a, TCB-2 (Tocris) a una concentracion final de 1 uM. Este farmaco fue preparado
en DMSO de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Todas las otras sales utilizadas para la

preparacion de la solucidn intracelular y extracelular fueron obtenidas desde Sigma-Aldrich.
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4.6. ANALISIS DE DATOS

A los PA registrados desde los distintos tipos de RGCs se les realizaron mediciones de
frecuencia, amplitud, ancho a media altura (FWHM), tiempo de despolarizacion y tiempo de caida
del potencial de accidn antes, durante y después de la aplicacion farmacolédgica de 5-HT o TCB-2
con el fin de determinar la accién de estos compuestos sobre el PA (ver Figura 4.1). Todos estos
pardmetros fueron medidos utilizando el programa Igor Pro 6.37 con el conjunto de herramientas
Neuromatic desarrollados para Igor Pro (83). Todas estas mediciones, a excepcion de la frecuencia
en la cual se midio el tren de PA evocados durante la estimulacion fija de 500 ms, se realizaron en
el primer PA evocado por la inyeccidn de corriente. Para el analisis del tiempo de despolarizacion
se analizé el tiempo que demoro el PA en recorrer desde el 10% al 90% del peak, como se muestra
en la figura 4.18. Para el analisis del tiempo de caida del PA se realizé la medicion del tiempo que
demoro el potencial de accion en caer desde el 100% de su peak hasta el 37% del peak como se

ilustra en la figura 4.1B. En la figura 4.1C se ilustra la medicion del FWHM.
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Figura 4.1. Parametros de medicion realizados al potencial de accion. A, medicion del del tiempo
de despolarizacion desde el 10% al 90%, donde 1 indica el inicio de la despolarizacion del PA
(0%), 2 el peak de la despolarizacién del potencial de accion (100%). La medicion del tiempo (5)
se realizo entre el 10% (3) y el 90% (4) del PA evocado. B, medicion del del tiempo de caida del
potencial de accion al 37%, en donde 1 es el inicio (0%), 2 indica el peak (100%) y 3 el 37%; 4
indica el tiempo entre 2 y 3. C, Para la medicién del ancho a media altura (FWHM) del PA se

calcul6 el tiempo que demora el PA entre el 50% de la base de subida o despolarizacion y el 50%
de la caida o repolarizacion, tomado desde el peak (2) del PA.

Por otro lado, el potencial de reposo fue registrado mediante Igor Pro donde se midio
el voltaje de reposo 1 vez cada 30 segundos en las RGCs que evocaban PA, y 1 vez cada 10
segundos en las RGCs que no evocaron PA durante la inyeccién de corriente de 50 pA. La medicion
se mantuvo por 10 minutos antes de la aplicacion farmacoldgica y se extendid por al menos 20
minutos luego de aplicar la 5-HT o algun otro farmaco. En el andlisis se compararon 3 condiciones,
control (primeros 10 minutos en ausencia de farmacos), aplicacion del farmaco (10 minutos donde
se mantuvo el farmaco en el bafio) y el lavado (10 minutos donde el tejido fue perfundido con
ACSF sin presencia de farmacos). Para la presentacion de los resultados, se promediaron las

mediciones durante las 3 condiciones y se realizaron las figuras respectivas utilizando el programa
Origin Pro 2017.
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4.7. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluyeron en este estudio todas las RGCs que presentaron una linea base (o control)
con un potencial de membrana de reposo estable, y con una variacion de este no mayor a +/- 5 mV.
De la misma manera, se incluyeron las células que no presentaron cambios en la resistencia de
entrada (que varia entre 25 y 30 MQ) mayores al 20 % durante la aplicacion de estimuladores
farmacoldgicos durante el tiempo del experimento. Ya que la resistencia de entrada es una medida
de viabilidad neuronal tanto morfologica como funcional, cambios mayores a esto indican que la
neurona se encuentra en proceso de degeneracion o un sello incorrecto durante el registro
electrofisiologico. Por otro lado, no se incluyeron en este estudio RGC que presentaron resistencias

de entrada superiores a 40 mega MQ.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los valores obtenidos se realiz6 utilizando el programa Origin
Pro 2017. Para determinar la presencia de cambios significativos en los valores amplitud, FWHM,
tiempo de despolarizacion y tiempo de caida de los PA antes y durante la aplicacion farmacoldgica,
se realiz6 un test estadistico Student T test pareado que permitid identificar la presencia de cambios
estadisticamente significativos entre la condicion control (base en ausencia de farmacos) en
comparacion con la aplicacién de farmacos. Para ambos casos se analizaron 10 minutos de linea
base y 10 minutos de aplicacion del farmaco correspondiente. Para el andlisis estadistico del
potencial de membrana en reposo y la frecuencia de PA evocados se realizé el test ANOVA de una
via y el test post hoc Bonferroni para determinar entre que grupos existe diferencia significativa
(control vs aplicacion de droga vs lavado de la droga). Uno de los requisitos del test ANOVA es
que los grupos de analisis presenten homogeneidad de las varianzas, por lo que se realizo el test
Levene’s en cada ocasion que se realizo el test ANOVA para confirmarlo (en todos los casos se
cumplid). Previo a la realizacion de los test nombrados, se confirmo la distribucion normal de los

datos mediante el test de normalidad Shapiro Wilk. En los casos que se presentaran datos atipicos
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o también denominados “outlier”, se realiz6 el test Grubbs para la identificacion de outliers y ser
excluidos del anélisis. Solo una célula fue descartada del analisis mediante este test y correspondid
auna RGC ON, la cual se excluyo del analisis del tiempo de despolarizacion del PA. Los cambios
con valor de p < 0,05 fueron considerados significativos. Los valores en las figuras corresponder

al promedio +/- el error medio estandar (SEM).
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1. LA 5-HT AFECTA DE MANERA DIFERENCIAL LA FRECUENCIA
DE DISPARO DE PA EN LAS RGCs

Con el fin de evaluar los efectos de la 5-HT sobre la excitabilidad de las RGC se
procedié a examinar el efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT (10 uM; 10 min) sobre la
frecuencia de PA evocados por un estimulo de 50 pA con una duracién de 500 ms y repetida cada
30 segundos. Al final de cada registro se visualizd6 mediante epifluorescencia la ramificacion
dendritica de cada RGC registrada, lo que permitio distinguir y clasificar los subtipos de RGC en
OFF (Figura 5.1C) y ON (Figura 5.2C). De las 26 RGCs registradas durante este trabajo, ninguna
RGCs presento ramificaciones dendriticas en ambas sub-laminas de la CPI, por lo que no fue

posible evaluar el efecto sobre las RGC tipo ON/OFF.

Como se muestra en la Figura 5.1, la aplicacion exdgena de 5-HT disminuyd la
frecuencia de PA evocados en las RGCs del tipo OFF desde 25.16 Hz + 3.26 hasta 11.24 Hz + 3.42
(n =6, p =0.011). Esta disminucion no se recuperé luego del lavado de la 5-HT desde el medio
extracelular, e incluso aumentd su disminucion hasta 2.91 Hz + 1.54 comparado a la condicion
control (n =6, p =0.00019). Por el contrario, la aplicacion de 5-HT sobre las RGC del tipo ON no
generd cambios estadisticamente significativos en la frecuencia de PA (Control: 25.09 Hz + 6.95
vs 5-HT: 24.17 Hz + 7.13, n =5, p = 1). Esto se mantuvo incluso después del lavado de la droga
(25.45 Hz £ 7.06, n = 5, p = 1 vs control; Figura 5.2). Estos resultados muestran un accionar
diferencial de la 5-HT sobre las RGCs, indicando que la disminucion en la frecuencia de PA
producida por la 5-HT es un fenédmeno que ocurre de manera célula especifica afectando las RGC
del tipo OFF, pero no en las RGC del tipo ON. Dado que no se logré evaluar los efectos de la 5-
HT sobre las RGC de tipo ON/OFF, no se puede asegurar que este efecto sea exclusivo sobre las
RGC OFF, ya que podria ocurrir también en las de RGC ON/OFF.
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Figura 5.1. Efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT sobre la frecuencia de disparo de potenciales
de accién evocados en las RGCs del tipo OFF. A, Trazados representativos de PA evocados por
un pulso despolarizante (50 pA, 500 ms duracion) antes (izquierda), durante (centro) y después
(derecha) de la aplicacion de 5-HT (10 uM) por 10 minutos. B, Grafico promedio de la frecuencia
de disparo de PA (en Hz) en las tres condiciones. Asterisco sobre el grafico de barras representa
diferencia significativa estadistica entre las condiciones evaluadas mediante Test ANOVA de una
via y post-hoc Bonferroni. * = p<0.05, *** = p<0.001. En el gréfico, las barras representan el
promedio mas el error estandar de la media y los circulos el valor individual por célula registrada.
C, Fotomicrografia representativa de la RGC OFF obtenida mediante microscopia IR-DIC y
superpuesta con la imagen de epifluorescencia visualizando el fluoréforo Alexa Fluor 488 al
interior de la RGC. En blanco se observan las divisiones de la CPI lo que permite distinguir una
estratificacion en la sub-lamina a, caracteristica de las RGCs del tipo OFF. Barra en blanco =

escala de 25 pm.
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Figura 5.2. Efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT sobre la frecuencia de disparo de potenciales
de accion evocados en RGCs tipo ON. A, Trazados representativos de PA evocados por un pulso
despolarizante (50 pA de amplitud y 500 ms de duracidn) antes, durante y después de la aplicacién
de 5-HT (10 uM) por 10 minutos. B, Gréafico promedio de frecuencia de disparo de PA (en Hz) en
las tres condiciones. n.s. representa que no hay diferencia significativa entre las condiciones
evaluadas. En el gréafico, las barras representan el promedio mas el error estandar de la media, y
los circulos el valor individual por cada célula registrada. C, Fotomicrografia representativa de

la RGC del tipo ON con estratificacion en la sublamina b. Barra en blanco = escala de 25 um.
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5.2. LA 5-HT DISMINUYE LA AMPLITUD DE LOS POTENCIALES DE
ACCION EN LAS RGCs DEL TIPO OFF PERO NO EN LAS RGCs DEL
TIPO ON

Para estudiar si ademas de la reduccion en la frecuencia de los potenciales de accion
evocados, la 5-HT puede modificar la forma del potencial de accién, se midieron parametros de
amplitud, FWHM, tiempo de despolarizacion y tiempo de caida del PA. Todos estos parametros
fueron medidos en el primer PA evocado por un estimulo de 50 pA por 500 ms, y se compard estas
mediciones en 2 condiciones, control y durante la aplicacion de 5-HT en RGC OFF (Figura 5.3) y
RGC ON (Figura 5.4). No se realiz6 la medicion de estos pardmetros durante el lavado de la droga
dado que la cantidad de PA en RGC OFF disminuyeron significativamente durante esta condicion,

imposibilitando la correcta medicidn en todas las células registradas.

La amplitud de los PA evocados en las RGC de tipo OFF disminuyd significativamente
durante la aplicacion de 5-HT desde 72.26 + 3.33 mV hasta 58.68 + 3.24 mV (n = 6, p = 0.0023,
Figura 5.3A). Sin embargo, este efecto no fue replicado en las RGC del tipo ON (figura 5.4A), las
cuales no presentaron cambios significativos durante la aplicacion de la 5-HT (control: 71.70 +
9.42mV vs5-HT: 66.16 +9.77 mV, n =5, p = 0.058). Nuevamente podemos observar que el efecto
de la 5-HT sobre la excitabilidad no es compartido por todas las RGC, afectando especificamente
a las RGC del tipo OFF pero no a las RGC ON. Por otro lado, cuando se analizo el ancho del PA
(0o FWHM) en RGC OFF no se observaron cambios significativos entre la condicién control (1.75
+ 0.25 ms, n = 6) y durante la aplicacion de 5-HT (2.27 + 0.45 ms, n = 6, p = 0.26, Figura 5.3B).
Esto fue replicado en las RGC ON, las cuales tampoco presentaron cambios en el FWHM del PA
durante la aplicacion de 5-HT respecto al control (Control: 1.28 + 0.27 ms vs 5-HT: 1.56 + 0.39
ms, n =5, p=0.10, Figura 4B).

Al igual que el ancho del PA, el tiempo de despolarizacién del PA y el tiempo de caida
del PA, no fueron afectados de manera significativa durante la aplicacion de 5-HT en las RGC de
tipo OFF (Figura 5.3C, D) y en las RGC del tipo ON (Figura 5.4C, D). El tiempo de despolarizacion
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del PA en RGC del tipo OFF fue de 20 £ 2.99 ms en condicion control comparado a los 15.04 +
3.77 ms durante la presencia de 5-HT (n = 6; p = 0.089; Figura 5.3C). Por su parte, en las RGC del
tipo ON el tiempo de despolarizacion fue de 3.35 + 0.33 ms en condiciones controles comparada a
los 2.89 £ 0.51 ms (n = 4; p =0,17; Figura 5.4C) observado en la presencia de 5-HT. En tanto, el
tiempo de caida del PA en RGC OFF fue de 1.26 + 0.18 ms en condiciones controles comparado a
los 1.85 + 0.52 ms (n = 6; p = 0.17; Figura 5.3D) en la presencia de 5-HT. Para las RGC del tipo
ON el tiempo de caida del PA fue de 0.80 £ 0.12 ms en condiciones controles, mientras que en la
presencia de 5-HT el tiempo de caida fue de 0.90 £ 0.12 ms (n = 4; p = 0.35; Figura 5.4D).
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Figura 5.3. Efecto de la aplicacién exdgena de 5-HT sobre el primer potencial de accion evocado

en RGC tipo OFF. A, Gréfico de amplitud (en milivolts, mV) antes y durante la aplicacion de 5-
HT (10 uM). B, Grafico de la FWHM antes y durante la aplicacion de 5-HT. C, Grafico del tiempo

que demora el primer potencial de accién en recorrer desde el 10% al 90% del peak, antes y

durante la aplicacién de 5-HT. D, Grafico del tiempo que demora el PA en caer un 37% desde el

peak, antes y durante la aplicacion de 5-HT. En los graficos los asteriscos representan diferencias

significativas evaluadas mediante Test T pareado. ** = p<0.01, y n.s. representa comparaciones

qgue no fueron significativas entre las condiciones evaluadas. Cada barra en los graficos

representa el promedio y el error estandar de la media (SEM) y los circulos representan el valor

individual por célula.
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Figura 5.4. Efecto de la aplicacion exdgena de 5-HT sobre el primer potencial de accion evocado

en RGC tipo ON. A, Grafico de amplitud (en milivolts, mV) antes y durante la aplicacion de 5-HT
(10 pM). B, Grafico de la FWHM antes y durante la aplicacion de 5-HT 10 puM. C, Gréfico del

tiempo que demora el primer PA en recorrer desde el 10% al 90% del peak, antes y durante la

aplicacion de 5-HT. D, Grafico del tiempo que demora el potencial de accién en caer al 37% antes

y durante la aplicacion de 5-HT. En los graficos, n.s. representa comparaciones que no fueron

significativas entre las condiciones evaluadas. Cada barra en los graficos representa el promedio

y el error estandar de la media (SEM) y los circulos representan el valor individual por célula.
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53. LAS5-HT DESPOLARIZA LA MEMBRANA DE LAS RGCs OFF

Para evaluar si la aplicacion exdgena de 5-HT puede alterar el potencial de membrana
en reposo en las RGC, se analizé el voltaje de membrana a través del tiempo de todas las RGC
registradas en este estudio, lo que representa el potencial de membrana en reposo de cada una de
las células y su variacion en el tiempo. Luego de 10 minutos de registro estable se aplico 5-HT por
10 minutos y posteriormente se lavd por otros 10 minutos. Se comparo el potencial de reposo en
las 3 condiciones, control, durante la aplicacion de 5-HT y durante el lavado de la droga. Como se
muestra en la Figura 5.5, la 5-HT modifico el potencial de membrana en reposo de las RGC OFF,
pero no de las RGCs del tipo ON (Figura 5.5A, B) produciendo una despolarizacion del potencial
de membrana hasta -53.98 + 2.16 mV en comparacion a la condicion control que fue de -63.86 +
1.71 mV (n =9, p = 0.0071). Este efecto de la 5-HT se mantuvo e incluso aument6 durante el
lavado de la droga hasta -48.68 + 2.24 mV respecto de la condicion control (n =9, p = 0.000068).

A diferencia de lo ocurrido con las RGC OFF, la aplicacion de 5-HT no produjo una
variacion significativa del potencial de membrana al comparar la condicion control (-58.05 + 0.87
mV) respecto a la aplicacion de 5-HT (-57.70 £ 1.56 mV; n = 9, p=1) o durante el lavado (-56.32
+1.63 mV, n =9, p=1) demostrando una vez mas que la 5-HT ejerce efectos especificos sobre la
excitabilidad de las RGCs del tipo OFF pero no sobre las RGCs del tipo ON (Figura 5.5C).
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Figura 5.5. Efecto diferencial de la aplicacion exégena de 5-HT sobre el potencial de membrana
en reposo en las RGC del tipo ON y tipo OFF. A, Gréfico de variacion del voltaje de membrana
(4 potencial de membrana) a través del tiempo en RGC del tipo ON (blanco) y las RGC del tipo
OFF (negro). La barra negra en la parte superior indica el momento de la aplicacion de 5-HT (10
M) la cual se extendid durante 10 minutos para luego ser lavada del medio extracelular. B,
Gréfico del potencial de membrana en reposo antes, durante y después de la aplicacion de 5-HT
en las RGC del tipo OFF. C, Gréfico del potencial de membrana en reposo antes, durante y
despues de la aplicacion de 5-HT en las RGC del tipo ON. Los asteriscos representan diferencias
significativas entre las condiciones evaluadas mediante un test ANOVA de una via y post-hoc
Bonferroni. ** =p < 0.01, *** = p < 0.001, y n.s. demuestra que no hay diferencias significativas
entre condiciones. Cada barra representa el promedio y el error estandar de la media, los circulos

representan el valor individual de cada célula.
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5.4. LA ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT,a DESPOLARIZA LA
MEMBRANA DE LAS RGCs DEL TIPO OFF

Para determinar si los receptores de 5-HT2a son los encargados de mediar los efectos
producidos por la 5-HT, se procedié a utilizar TCB-2, un agonista especifico de estos receptores.
La aplicacion de TCB-2 a una concentracion de 1 pM durante 10 minutos provocd una
despolarizacion del potencial de reposo de las RGC del tipo OFF de aproximadamente 10 mV,
desde una condicién control de -61.45 + 1.15 mV hasta -51.64 + 2.63 mV en la presencia de este
agonista (n = 3, p = 0.04). La despolarizacion desencadenada por la aplicacion de TCB-2, al igual
que lo observado con la 5-HT se acentla durante el lavado (-39.92 + 2.10, n = 3, p = 0.000094;
Figura 5.6C). Por otro lado, el efecto observado por TCB-2 es también especifico para el tipo de
RGC OFF, ya que la aplicacién sobre las RGC del tipo ON no genera cambios significativos en el
potencial de membrana (Control: -64.76 £ 2.23 mV vs TCB-2: -64.25+2.42mV,n=4,p=1), lo
que se mantuvo durante el lavado de la droga (-61.99 £ 2.63 mV, n =4, p = 1; Figura 5.7C).

Por otro lado, la frecuencia de potenciales de accion evocados no presento un cambio
significativo durante la aplicacion de TCB-2 en las RGC OFF (Figura 5.6 A,B), siendo 13.42 +
6.11 Hz en condiciones controles y 11.55 + 5.21 Hz (n = 3, p = 1) en la presencia de TCB-2. Lo
mismo sucedid en este tipo celular durante el lavado (0.94 + 0.45 Hz, n = 3, p = 0.31) en
comparacion al control. Por su parte, las RGC del tipo ON (Figura 5.7A,B) no sufrieron cambios
significativos durante la aplicacién de TCB-2 (Control: 24.11 £ 1.98 Hz vs TCB-2: 25.74 + 2.25
Hz, n =4, p = 1), lo que se mantuvo durante el lavado de este agonista (25.24 £ 2.78 Hz,n =4, p
= 1 vs control). De este modo, nuestros resultados nos indican que la 5-HT, probablemente
mediante la activacion de receptores 5-HT2a regula las propiedades intrinsecas de las RGC del tipo
OFF.
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Figura 5.6. Efecto diferencial de la aplicacién exdgena de TCB-2 (1 uM) sobre la frecuencia de

potenciales de accion evocados y el potencial de membrana en reposo en las RGC del tipo OFF.

A, Trazados representativos de PA evocados por un pulso despolarizante (50 pA, 500 ms duracion)

antes (izquierda), durante (centro) y después (derecha) de la aplicacién de TCB-2 (1 uM) por 10

minutos. B, Grafico de frecuencia de disparo de PA (en Hz) en las 3 condiciones evaluadas en las

RGC del tipo OFF. C, Grafico del potencial de membrana en reposo en las 3 condiciones

evaluadas en las RGC del tipo OFF. Los asteriscos sobre el grafico de barras representan

diferencias significativas entre las condiciones evaluadas mediante Test ANOVA de una via y post-

hoc Bonferroni. * = p<0.05, *** = p<0.001, n.s. = no significativo. Cada barra representa el

promedio y el error estandar de la media, y los circulos representan el valor individual de cada

célula.
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Figura 5.7. Efecto de la aplicacion exdgena de TCB-2 (1 uM) sobre la frecuencia de potenciales
de accidon evocados y el potencial de membrana en reposo en las RGC del tipo ON. A, Trazados
representativos de PA evocados por un pulso despolarizante (50 pA, 500 ms duracion) antes
(izquierda), durante (centro) y después (derecha) de la aplicacion de TCB-2 (1 pM) por 10
minutos. B, Grafico de frecuencia de disparo de PA (en Hz) en las 3 condiciones evaluadas en las
RGC del tipo ON. C, Gréfico del potencial de membrana en reposo en las 3 condiciones evaluadas
en las RGC del tipo ON. Los asteriscos sobre los gréaficos de barras representan diferencias
significativas entre las condiciones, evaluadas mediante Test ANOVA de una via; n.s. = no
significativo. Cada barra representa el promedio y el error estandar de la media, y los circulos

representan el valor individual de cada célula.
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CAPITULO 6. DISCUSION

En este trabajo de tesis se demostrd que la aplicacion exdgena de 5-HT modula la
excitabilidad de las RGC de manera diferencial y célula especifica, siendo las RGC del tipo OFF
afectadas por la 5-HT. Si bien a la fecha, no se ha demostrado fehacientemente que la 5-HT es
liberada en la retina de manera enddgena, los experimentos realizados sugieren que la 5-HT es
capaz de producir una disminucion en los PA evocados, y alterar el potencial de membrana en
reposo, lo cual modificara las sefiales visuales de la via OFF pero no de la via ON que son enviadas
a centros superiores del procesamiento visual. Del mismo modo, los resultados obtenidos indican
que los efectos de la 5-HT sobre el potencial de membrana en reposo son replicados tras la
activacion de receptores de 5-HT2a, ya que la aplicacion de un agonista especifico (TCB-2) genera
los mismos efectos que la aplicacion exdgena de 5-HT sobre el potencial de membrana. El presente
estudio demuestra por primera vez que la 5-HT puede generar un efecto en las propiedades
intrinsecas de las RGC en la retina de mamiferos, ayudando al entendimiento del papel de este
neurotransmisor en la funcion visual. En su conjunto los resultados obtenidos sumados a la
informacion publicada nos dan cuenta de una gran diversidad de fenémenos fisiolégicos por los
cuales la 5-HT pudiera estar regulando el procesamiento e integracion de la funcion visual.

6.1. LA5-HT MODULA EL POTENCIAL DE ACCION EN LAS RGC DEL
TIPO OFF

Como se mostrd en los resultados, la aplicacion exdgena de 5-HT provocod una
disminucion significativa en la frecuencia y amplitud de los PA evocados en RGC OFF. Dado que
la fase de despolarizacion activa y la amplitud del PA estan a cargo de los canales de Na* activados
por voltaje (2), es posible que la 5-HT disminuya la frecuencia y amplitud del PA mediante una
modulacién de estos canales de Na* como se ha observado en otras zonas del SNC (62). Ademas,
se sabe que los canales de Na* expresan una inactivacién rapida a potenciales despolarizantes (84),
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lo cual puede ser regulado por la 5-HT (85). De hecho, en diversas zonas del cerebro, se ha
demostrado que la activacion de enzimas como la PLC y PKC, dos sefiales intracelulares rio abajo
de receptores de 5-HT> son capaces de fosforilar ciertas regiones de la estructura molecular de los
canales de Na*, y de esta manera aumentar su inactivacion, reduciendo asi la disponibilidad de
estos canales (62,86). Por ejemplo, en la corteza prefrontal, se ha demostrado que la activacion del
receptor 5-HT2a y 5-HT2c disminuye las corrientes de sodio mediante la activacion de las enzimas
PLC-PKC (62). Interesantemente, otros sistemas de neurotransmisores presentes en la retina de
mamiferos como la dopamina (amina biogénica como la 5-HT) mediante la activacion de su
receptor D1 también son capaces de reducir la excitabilidad de las RGC mediante mecanismos que
involucran la activacién de PKA y la reduccion de las corrientes de Na* (87,88). Si bien esta
posibilidad necesita ser evaluada en las RGCs del tipo OFF, otros potenciales mecanismos no
pueden ser eliminados. Por ejemplo, otra posibilidad que explique la disminucion de PA podria
estar relacionado a la despolarizacion del Vrep provocado por la 5-HT, se sabe que los canales de
Na* reducen su disponibilidad ante potenciales mas despolarizados (>95 % a 0 mV), proceso que
involucra la inactivacion de estos canales (84), es por ello que también es posible que dentro de la
disminucion de PA evidenciados ante la aplicacion de 5-HT, exista un efecto indirecto de la
despolarizacion sostenida del Vrep Yy no dependa directamente de una activacion y cascada de
sefializacion de un 5-HTR en particular. Nuevos experimentos que involucren la fijacion del voltaje
de membrana a un potencial fisiologico (Ej. -60) o el uso de antagonistas de las cascadas de
sefializacion al interior de las neuronas podrian corroborar o refutar esa posibilidad. Si aun fijando
el voltaje de membrana una disminucién de los PA fuera observado, se podria asegurar que este
efecto es una accion directa de la activacion de 5-HTR y no una consecuencia de la despolarizacion
del potencial de reposo. Del mismo modo, si al antagonizar la sefial de PKA/PKC no se observaran
cambios en la frecuencia y amplitud de los PA, nos darian cuenta de la participacion de estas
enzimas en los efectos de la 5-HT sobre la excitabilidad de las RGCs del tipo OFF. Estudios futuros,

de seguro, podran responder estas interrogantes.
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6.2. LA 5-HT REGULA EL POTENCIAL DE MEMBRANA EN REPOSO
DE LAS RGC DEL TIPO OFF

En este estudio ademés se demostré que la aplicacion exdgena de 5-HT modifica el
potencial de membrana en reposo de manera célula especifica, afectando solo las RGC OFF.
Diversos mecanismos desencadenados a través de la activacion de receptores de 5-HT han
demostrado la capacidad de modular el potencial de membrana en el SNC. Por ejemplo, en la
amigdala lateral, neuronas principales responden a la 5-HT con una despolarizacion mediada por
la activacion del receptor 5-HTac, proceso mediado por la activacion de canales cationicos TRPC
y la inhibicién de canales de potasio GIRK (74). Del mismo modo, neuronas del nucleo
tuberomamilar del hipotdlamo también presentan una despolarizacion de la membrana ante la
exposicion a la 5-HT, fendmeno relacionado también a la activacion del receptor 5-HT2c (77), sin
embargo, a diferencia del fendmeno visto en la amigdala lateral que es mediado por la inhibicion
de canales de K*, el mecanismo que desencadena la activacion de este receptor de 5-HT recae en
la activacion de un intercambiador de Na*/Ca?* (77). Por otro lado, en neuronas sensoriales, el
receptor 5-HT,c también es capaz de generar una despolarizacion del potencial de membrana a
través de la modulacion de canales de cloro activados por Ca?* (78). Por su parte, en motoneuronas
del nervio hipogloso la 5-HT mediante mecanismos que involucran la inhibicién de TASK-1, un
tipo de canal de K*, regula el potencial de membrana (89). En el nlcleo accumbens, la 5-HT a
través de receptores 5-HT> disminuye las conductancias de K* y despolariza la membrana neuronal
(76). Otros receptores de 5-HT también han sido demostrados que alteran el potencial de membrana
neuronal, como los receptores 5-HT7 (90). Mientras los resultados de este estudio indican que los
receptores de 5-HT> estan involucrados en este cambio del potencial de membrana (Figura 5.6),
los mecanismos celulares por los cuales ellos modifican las RGCs del tipo OFF aln se desconocen.
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6.3. ROL DE LA 5-HT EN EL PROCESAMIENTO VISUAL

Mientras el procesamiento visual ocurre en varios estadios de la retina, en particular en
la interaccién entre las células bipolares, amacrinas y ganglionares en la CPI, los resultados
obtenidos nos sugieren que los efectos de la 5-HT probablemente estén involucrados en un
mecanismo de adaptacion a distintos estimulos luminicos (ON vs OFF). De ocurrir una liberacion
enddgena de 5-HT sobre las RGC OFF provocaria que estas Gltimas se volvieran menos excitables
de acuerdo a los resultados de este trabajo, una forma de adaptacion a los estimulos luminicos de
las RGC que se ha demostrado con otros neurotransmisores como la dopamina. Si bien los efectos
de la dopamina en la retina de mamiferos son diversos, el resultado funcional es un aumento del
flujo de informacidn a través de los circuitos de cono y una disminucion del flujo de sefial a través
de los circuitos de bastones (91). Dado que los efectos de la 5-HT son célula especifica
principalmente sobre RGCs del tipo OFF quienes regulan el flujo de informacion de la via de los
conos, seria importante determinar en un futuro si estos efectos dependen de la adaptacion de la
retina a condiciones diversas de luminosidad. Mientras en este trabajo se realizd en condiciones
fotopicas (adaptacion a la luz), evaluar los efectos de la 5-HT y en particular del receptor 5-HT2 en
condiciones escotdpicas o de oscuridad son necesarios para comprender el papel funcional de la 5-
HT en la modulacion de la sefial visual. Del mismo modo, se ha demostrado que la expresion de
receptores del sistema serotoninérgico puede verse modificada en relacién a la hora del dia, por lo
que también es posible que estos procesos varien o radiquen su importancia en la sensibilidad y
adaptacion de las RGC a las respuestas luminicas relacionadas de alguna forma al ciclo
diurno/nocturno. De este modo, nuevos experimentos son necesarios para comprender el papel
fisiolégico de la 5-HT en la modulacion de la excitabilidad de las RGC del tipo OFF, y como esta
modulacién influyen en la integracion y envié de sefiales visuales de los conos a los centros

superiores del procesamiento visual.

Por ultimo, recientemente se ha demostrado que la 5-HT podria ser importante para la
reduccion de la excitotoxicidad inducida en algunos procesos patolégicos en modelos murinos de
neurodegeneracion de la retina, en los cuales la activacion de algunos de los receptores de 5-HT

provoca una mayor resistencia de las neuronas retinianas a ser degeneradas. Si bien, los resultados
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de este estudio demuestran una disminucion de la excitabilidad a nivel de las RGC, esta reduccion
estad acompafiada de una fuerte despolarizacion del potencial de reposo, un fenGmeno que ocurre e
incrementa la degeneracion neuronal en procesos patologicos como la llamada “despolarizacion
anoxica” ocurrida durante un ataque cerebrovascular o una isquemia cerebral (92). Si los efectos
de la 5-HT observados en este trabajo estan involucrados en algunos procesos patologicos de la

retina requiere una nueva investigacion.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que:

1. Lab5-HT altera la excitabilidad de las RGCs en un modo célula especifica afectando las del
tipo OFF pero no las del tipo ON.

2. La 5-HT podria estar activando los receptores de 5-HT2a, presentes en las RGCs del tipo
OFF, para generar la despolarizacion del potencial de reposo.

3. La modulacion especifica de la 5-HT sobre un tipo neuronal sugiere que este
neuromodulador regula el flujo de informacion de la via de conos disminuyendo la
excitabilidad de las RGCs del tipo OFF.

4. Mayores estudios seran necesarios para dilucidar el significado de esta modulacion
delimitada a una via especifica del procesamiento visual al igual que los posibles efectos

de su perturbacion.
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CAPITULO 8. ANEXOS

I. INFORMACION PROYECTO DE INVESTIGACION

a. Nombre del proyecto: “Role of endocannabinoid signaling in retinal synaptic
function”

b. Institucién: Universidad de Valparaiso

c. Investigador a cargo: Dr. Andrés Eduardo Ch&vez Navarrete

d. Financiamiento: Concurso FONDECYT Regular, proyecto 1151091

Informacion sobre el uso, publicacidn y propiedad intelectual de los datos: El alcance de este
proyecto esta regulado por las bases publicas del concurso FONDECYT Regular. La propiedad
intelectual de la informacion generada por el Proyecto y de los resultados del mismo, pertenecera
al Grupo de Investigacion del Proyecto y debera ser publicada en Revistas indexadas (ISI) y en
Congresos. El proyecto Fondecyt que permitio el desarrollo de esta tesis cuenta con la aprobacion

del Comité de Bioética para estudios en animales de la Universidad de Valparaiso.
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