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RESUMEN

La corteza prefrontal medial (mPFC) es una estructura clave involucrada en funciones
cognitivas como la memoria de trabajo y la toma de decisiones. Numerosa evidencia
experimental demuestra que cambios a mediano y largo plazo en la eficacia de las sinapsis
son fundamentales para muchas funciones cerebrales, incluyendo procesos de aprendizaje y
la memoria. Durante el desarrollo postnatal, la maduracion de los circuitos de mPFC depende
en gran medida de la red de interneuronas inhibidoras, que modulan la funcion de las
neuronas piramidales (PYN). Las interneuronas de la mPFC son especialmente vulnerables
a los insultos medioambientales durante la adolescencia y el deterioro de la funcion de las
interneuronas GABAGérgicas esta implicado en varias enfermedades neuropsiquiatricas,
incluida la esquizofrenia (SZ). Aunque la mayoria de los pacientes esquizofrénicos
manifiestan profundas alteraciones cognitivas, ain se desconoce como alteraciones en el
desarrollo de las interneuronas GABAérgicas durante la adolescencia puede afectar la
plasticidad sinaptica de la mPFC vy a las distintas funciones cognitivas que dependen de su
funcionamiento. Utilizando aproximaciones electrofisiolégicas y farmacologicas, evaluamos
si existen cambios en la eficacia de la transmisién y la plasticidad sinaptica dependiente de
actividad en mPFC en un modelo animal de SZ, basado en el tratamiento con el antagonista
no competitivo de receptor NMDA ketamina (Ket) en ratones adolescentes. Mediante
registros patch-clamp modalidad célula entera en PYN de la capa Il / 1l realizados en
rebanadas de mPFC de ratones adultos (P>60), encontramos que la frecuencia de las
corrientes inhibidoras postsinapticas espontaneas y en miniatura (SIPSC y mlIPSC)
disminuyeron en los animales tratados en la adolescencia con Ket, sin cambios en la amplitud
de estas corrientes espontaneas. Ademas, observamos que la razon por pulsos pareado (PPR)
de las IPSC evocadas (elPSC) fue mayor en el grupo Ket que en el control, lo cual sugiere
una menor probabilidad de liberacion GABAérgica. Para analizar los cambios plasticos a
largo plazo en la transmision excitatoria en animales tratados con Ket, utilizamos el protocolo
de spike timing-dependent plasticity (STDP) el cual mediante la asociacion entre la actividad
pre y postsinaptica puede inducir potenciacién a largo plazo (t-LTP) o depresion a largo plazo
(t-LTD) dependiendo del orden temporal entre los potenciales de accién pre y postsinapticos.
Observamos que el protocolo de t-LTP no indujo cambios en la eficacia sinaptica
glutamatérgica a largo plazo en ambos grupos. Sin embargo, el protocolo t-LTD gener6 la
potenciacion a largo plazo en el grupo Ket. En conjunto los resultados presentados en este
trabajo sugieren que el tratamiento con Ket durante la adolescencia altera la eficacia sinaptica
GABAérgica y la plasticidad sinaptica, lo que podria modificar los circuitos de la PFC y su
correcto funcionamiento en edad adulta.



ABSTRACT

The medial prefrontal cortex (mPFC) is a key structure involved in cognitive functions such
as working memory and decision making. Numerous experimental shreds of evidence
demonstrate that medium and long-term changes in the efficacy of synapses are fundamental
to many brain functions, including learning processes and memory. During postnatal
development, the maturation of mPFC circuits depends largely on the network of inhibitory
interneurons, which modulate the function of pyramidal neurons (PYN). The mPFC
interneurons are especially vulnerable to environmental insults during adolescence and the
GABAergic interneuron function disorder is implicated in several neuropsychiatric diseases,
including schizophrenia (SZ). Although most schizophrenic patients manifest deep cognitive
alterations, it is still unknown how the disruption of GABAergic interneurons development
during adolescence can affect the long-term synaptic plasticity of mPFC and the different
cognitive functions that depend on this structure. Using electrophysiological and
pharmacological approaches, we evaluate the efficacy of synaptic transmission and spike-
timing-dependent plasticity in mPFC in an SZ mice model based on the adolescent treatment
with non-competitive NMDAR antagonist ketamine (Ket). Through whole-cell patch-clamp
recordings in PYN of the layer Il / 11l of mPFC slices in adulthood (P> 60), we found the
frequency of spontaneous and miniature inhibitory post-synaptic currents (sIPSC and
mIPSC) were lower in Ket treated animals than controls. Also, we observed that the paired-
pulse ratio of elPSC was higher in Ket mPFC slices than in controls, without changes in the
amplitude of these spontaneous currents. In addition, we observed that paired pulses ratio
(PPR) of the evoked IPSCs (elPSC) was higher in the Ket group than in the control,
suggesting a lower probability of GABAergic release from interneurons. To analyze the long-
term plastic changes in excitatory transmission in animals treated with Ket, we use the spike-
timing-dependent plasticity (STDP) protocol which, through the association between pre and
postsynaptic activity, can induce long-term potentiation (t-LTP) or long-term depression (t-
LTD) depending on the temporal order between pre and postsynaptic potentials. We found
that while the t-LTP protocol was unable to induce long-term changes in glutamatergic
synaptic efficacy, the t-LTD protocol does not induce depression, conversely, it can induce
potentiation in the Ket group. Together, this data suggests that treatment with Ket during
adolescence can change the GABAergic synaptic efficacy and synaptic plasticity, which
could modify the circuits of PFC and their function in adulthood.



INTRODUCCION

La corteza prefrontal (PFC) es una estructura cerebral que estad involucrada en
funciones cognitivas superiores tales como la toma de decision, la memoria de trabajo y las
interacciones sociales (Dalley et al., 2004; Groenewegen y Uylings, 2000). Esta estructura
encefalica es una de las ultimas en madurar, y experimenta profundos cambios estructurales
y funcionales en la pubertad que estan relacionados con aumentos en la conectividad entre la
PFC y diversas estructuras corticales y subcorticales (Caballero y Tseng, 2016), proceso que
se ha observado en una variedad de especies incluyendo roedores, primates y humanos

(Changeux y Danchin, 1976; Belforte et al., 2010).

El refinamiento de la conectividad neuronal también llamada "poda sinaptica" ocurre
en las sinapsis glutamatérgicas, proceso que en conjunto con la remodelacion del sistema
GABAérgico, permiten el correcto establecimiento de los circuitos neuronales de la PFC
durante la adolescencia. Este proceso ayuda a establecer el balance excitador-inhibidor (E/I),
que es requerido para una adecuada integracion de la informacion aferente desde el tallamo y
otras estructuras corticales necesarias para mantener una Optima capacidad funcional de esta

estructura (Lisman, 2012; Caballero et al., 2014; Chung et al., 2016).

Los circuitos excitadores de la PFC al igual que otras estructuras cerebrales estan
integrados en una poderosa red inhibitoria compuesta por distintas clases de interneuronas
GABAérgicas (Whissell et al., 2015; Somogyi y Klausberger, 2005). De todas las neuronas
GABAérgicas neocorticales casi en su totalidad pertenecen a uno de los tres grupos definidos
por la expresién de parvalbdmina (PV), somatostatina (SST), o del receptor de serotonina

ionotrépico 5HT3a (5HT3a-R) (Rudy et al., 2011). En la corteza prefrontal medial (mPFC)



las interneuronas positivas para parvo-albumina (PV-IN) y colecistoquinina (CCK-IN) (estas
ultimas pertenecientes al grupo de las 5HT3a), representan las dos poblaciones mas
ampliamente distribuidas de interneuronas GABAérgicas perisomatica (Whissell et al.,
2015). Los circuitos GABAérgicos a través de la inhibicidn por retroalimentacion “feedback
inhibition”, establecen una ventana temporal que otorga la capacidad de integrar la actividad
sinaptica tanto excitatoria como inhibitoria en las neuronas piramidales (PYN), lo cual
permite que estas alcancen o no su umbral de disparo con la consecuente ocurrencia de uno
0 varios potenciales de accion (Pouille y Scanziani, 2001; Higley y Contreras, 2006; Freund,
2007), ademas, las PV-IN corticales estdn implicadas en la regulacion del balance E/I
mediante modificaciones dependientes de actividad de su eficacia inhibitoria sobre las PYN

(Xue et al., 2014).

Considerando la importancia de los circuitos inhibitorios para el correcto
funcionamiento y maduracion de la mPFC, es esperable que una alteracion del sistema
GABAérgico durante periodos criticos del desarrollo produzca un mal funcionamiento de la
mPFC y de las funciones cognitivas asociadas. Diversas alteraciones en la funcion de las
sinapsis GABAGérgicas estan asociadas a la patogenia de diversos trastornos neuroldgicos y
neuropsiquiatricos (Peng et al., 2013; Perez y Lodge, 2013; Aldrin-Kirk et al., 2014;
Godavarthi et al., 2014; Kim et al., 2014; Knoferle et al., 2014; Tong et al., 2014; Zamberletti

etal., 2014).

Hipofuncion del sistema GABAérgico durante el desarrollo y alteraciones de los
circuitos de la mPFC.

Modelos animales genéticos y farmacologicos son utilizados para estudiar la

fisiopatologia de diversas enfermedades neuropsiquiatricas, dentro de ellos, los modelos



farmacologicos (para Esquizofrenia) que se basan en el bloqueo del receptor para Glutamato
N-metil-D-Aspartato (NMDA) mediante el uso de antagonistas no competitivo tales como:
Fenciclidina (PCP), Dizocilpina (MK-801) y Ketamina (Ket), generan una disminucién de la
neurotransmision GABAGérgica sobre las neuronas PYN (Tyler et al., 2017; Zanos et al.,
2018; Pérez et al., 2019), lo que trae como consecuencia: desinhibicion de las PYN, un
aumento de las salidas excitatorias desde la PFC hacia estructuras subcorticales,
excitotoxicidad, disrupcion de ritmos cerebrales y deficiencia de la memoria de trabajo

(Rotaru et al., 2012; Coyle et al., 2012).

La Ket es un farmaco ampliamente utilizado en medicina y en veterinaria, conocido
por sus funciones anestésicas, analgésicas y antidepresivas (Tyler et al., 2017; Zanos et al.,
2018). Su accidn principal es el bloqueo de la conductancia i6nica en mayor medida del ion
Calcio (Ca®") uniéndose al sitio PCP del receptor NMDA (Frohlich y Van Horn, 2014;
Browne y Lucki, 2013). Datos de nuestro laboratorio sugieren que las inyecciones
subanestésicas de Ket (30 mg/kg) durante la adolescencia tardia en ratas (p45 a p51), induce
en adultez: una disminucion del marcaje para las proteinas PV en estas interneuronas, una
disminucion de la enzima glutamato descarboxilasa de 67 kD (GAD67) la cual es critica para
la sintesis de GABA (Bu et al., 1992), y una disminucion de la frecuencia de las corrientes
postsinapticas inhibitorias espontaneas (SIPSCs) y en miniatura (mIPSCs), lo que reduce
significativamente la eficacia de la transmision inhibitoria sobre las PYN en la capa Il / 11
de mPFC (Pérez et al., 2019). Por lo tanto, el tratamiento con Ket durante la adolescencia
parece ser un modelo replicable para generar alteraciones en la eficacia GABAérgica sobre

las PYN de mPFC, que perduran a largo plazo durante la adultez.



Plasticidad sinptica excitatoria dependiente de actividad e interneuronas en mPFC.

En relacion con las funciones cognitivas asociadas a la PFC, las ratas tratadas con Ket
durante la adolescencia tardia presentaron cambios en su comportamiento en edad adulta,
tales como un aumento de conductas tipo ansiosas, problemas de interaccion social y un
deterioro de la memoria de trabajo (Pérez et al., 2019). Para las funciones cognitivas como
la memoria y el aprendizaje, son fundamentales los cambios en la eficacia de la transmision
sinaptica a corto y largo plazo (Dan y Poo, 2006; Malenka y Bear, 2004), fendmeno que

conocemos como plasticidad sinaptica.

La plasticidad sinaptica se define como la capacidad del sistema nervioso para
cambiar en respuesta a modificaciones del ambiente interno o externo, a la experiencia, al
aprendizaje o a situaciones patolégicas (Citri y Malenka, 2008). En este sentido, la actividad
neuronal sincronizada desempefia un papel esencial en la autoorganizacién dependiente de
actividad de las redes cerebrales (Singer, 1995; Uhlhaas et al., 2009), en la estabilizacion y
el refinamiento de las conexiones sindpticas (Wong y Ghosh, 2002), ya que permite el
establecimiento de una relacién temporal de actividad presindptica y postsinaptica que
determina si un contacto se puede fortalecer o debilitar. (Huerta y Lisman, 1993, Wespatat

et al., 2004).

Existen variados protocolos que pueden aumentar o disminuir la eficacia de la
transmision sinaptica a largo plazo, fendmeno denominados como potenciacion a largo plazo
(LTP) y depresion a largo plazo (LTD) respectivamente. Un protocolo dependiente de
actividad es el STDP (del inglés spike-timing dependent plasticity) el cual obedece a la regla

del aprendizaje sinaptico asociativo "tipo hebbiano™ que parece subyacer al aprendizaje



asociativo y a los procesos cognitivos (Hebb, 1949). En varias estructuras cerebrales el
protocolo de STDP induce LTP, también denominado “timing LTP” (t-LTP), cuando los
potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs) inducidos por estimulacion presinaptica
coinciden temporalmente con los potenciales de accion postsindptico retropropagados
(BAPs) aintervalos entre 0y 20 ms, por el contrario, se induce “timing LTD " (t-LTD) cuando
se invierte dicho orden con un retardo, dependiendo de la regién cerebral de hasta 100 ms
(Fuenzalida et al., 2007; Magee y Johnston, 1997; Markram et al., 1997; Fuenzalida et al.,
2010) (ver figura 1). Es importante destacar que esta regla no es rigida, puede variar
dependiendo del tipo de sinapsis, del circuito neuronal involucrado y de la presencia de
neuromoduladores (Lamsa et al., 2007; Paille et al., 2013; Ruan et al., 2014; Brzosko et al.,

2019).

La neurotransmision GABAGérgica, controlan la polaridad del STDP (Paille et al.,
2013), es decir, determinan el resultado final (ya sea LTP o LTD) independiente de su
asociacion temporal pre-post o post-pre del protocolo de STDP. En estructuras corticales y
subcorticales la inhibicion por retroalimentacion genera una reduccion en la amplitud y la
duracién de los potenciales postsinapticos excitadores (EPSP) al aumentar la conductancia
de membrana (Pavlov et al., 2014; Yang et al., 2018). Los cambios en la conductancia pueden
modificar profundamente la interaccién temporal entre los EPSPs y los BAPS, pudiendo
modular la induccion de la plasticidad de largo plazo (Fuenzalida et al., 2007). Se ha
demostrado que la reduccién en la amplitud y duracion del EPSP, reduce la ventana temporal
de coincidencia para STDP (Fuenzalida et al., 2007; Fuenzalida et al., 2010). Los resultados
de simulaciones computacionales proporcionan evidencias de que el cambio en la ventana

temporal del STDP puede depender de la inhibicion generada por la neurotransmision



GABAérgica (Cutsuridis, 2008). Ademas, la inhibicion GABAérgica y el aumento de la
conductancia dendritica reducen la retropropagacién del potencial de accion, limitando adn

mas la induccidn de plasticidad por STDP (Spruston, 2008).

Estos antecedentes sefialan el papel esencial de la transmision GABAérgica sobre la
plasticidad sindptica. Ademas, el control de los circuitos GABAérgicos sobre las PYN surge
como uno de los principales moduladores para la coincidencia pre y postsinaptica (en
milisegundos) necesaria para inducir plasticidad por STDP en los circuitos cerebrales (Paille

etal., 2013).

pre post
Pre- Post Post- pre

Jzo Y Jzo mv
20 ms 20 ms

t-LTP t-LTD

Figura N°1: Esquema representativo del Spike-Timing Dependent Plasticity (STDP). A.- Representacion
de un circuito conformado por una neurona presinaptica (negra) y postsinaptica (gris). B.- variaciones de voltaje
en una célula cuando se induce el protocolo de STDP, izquierda pre-post, derecha post-pre. La asociacion de
los estimulos presinapticos y postsinapticos en distinto orden tienen consecuencias plasticas opuestas, pre-post
induce LTP mientras que post-pre induce LTD.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

e El sistema GABAérgico es uno de los principales reguladores en la induccion de
plasticidad sinaptica.

e El tratamiento con Ket durante la adolescencia tardia produce una hipofuncion de la
transmision sinaptica GABAérgica en la capa I1/111 de mPFC de ratas adultas.

e A pesar de que mPFC ha sido ampliamente utilizada para estudiar la plasticidad
sinaptica dependiente de actividad mediada por STDP (Seol, 2007; Xu et al., 2010;
Ruan et al., 2014; Brzosko et al., 2019). Se desconoce si el deterioro en la transmision
GABAérgica en mPFC durante la adolescencia puede alterar la plasticidad sinaptica
a largo plazo en esta estructura durante la adultez. Por lo cual nuestra pregunta de

investigacion es:

¢Puede la disminucion de la transmision GABAérgica generada por el tratamiento
cronico con Ketamina durante la adolescencia modificar la plasticidad sinaptica excitatoria a

largo plazo en PYN de mPFC de ratones adultos?



HIPOTESIS

La disminucion de la transmision GABAérgica producida por el tratamiento crénico con
ketamina durante la adolescencia deteriora la plasticidad sinaptica excitatoria a largo plazo

de las PYN en mPFC en ratones adultos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la disminucion de la transmision GABAérgica producida por el
tratamiento crénico con ketamina durante la adolescencia modifica la plasticidad sinéptica

en sinapsis excitatorias de la mPFC en ratones adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico N°1: Determinar si el tratamiento con Ket durante la
adolescencia disminuye la transmision GABAérgica sobre las neuronas piramidales de la

mPFC.

Obijetivo especifico N°2:  Determinar si t-LTD de la transmision excitatoria esta
alterada en rebanadas de mPFC que presenten una hipofunciéon de la neurotransmision

GABAérgica.

Obijetivo especifico N°3: Determinar si t-LTP de la transmision excitatoria esta
alterada en rebanadas de mPFC que presenten una hipofuncién de la neurotransmision

GABAérgica.



METODOLOGIA

Metodologia general

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6. Los cuales fueron asignados al azar en dos
grupos experimentales Vehiculo (Veh) y Ketamina (Ket), alojados en grupos de 4-5 animales
por caja. Los ratones fueron mantenidos en un ambiente con temperatura y humedad
controlada, ad-libitum, y bajo condiciones de ciclo oscuridad de 12/12 horas (luces
encendidas a las 8:00 am). Los procedimientos, cuidado de los animales y la preparacién de
las rebanadas se realizaron acorde a los lineamientos establecidos por el Comité Institucional
de Cuidado y Etica Animal de la Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso (BEA112-

2017). Procurando la utilizacion ética, el sufrimiento y el nimero utilizado de animales.

Tratamiento farmacoldgico:

Los Ratones durante el dia postnatal 45 (DP 45) fueron inyectados con una dosis
intraperitoneal de solucion vehiculo (Veh, NaCL 0.9%), o una dosis de 30 mg/kg de Ket

durante siete dias consecutivos hasta el DP 51 (Pérez et al., 2019).

Preparacién de rebanadas:

Para la obtencion de las rebanas se decapitaron ratones de (70 a 120 dias) bajo
anestesia por Isoflurano (Lunan Better Pharmaceutical Co., Ltd.), posteriormente se extrajo
el cerebro y se sumergio en liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) frio (~ 4 °C), en mM:
124,00 NaCl, 2,69 KCI, 1,25 KH2POs, 2,00 MgSOa, 26,00 NaHCOs3, 2,00 CaCl, 10,00
glucosa). El pH del ACSF se estabilizo a 7,4 mediante el burbujeo de carbdgeno (95% de O,

5% de CO>). Los cortes coronales de PFC (300 um) se cortaron utilizando un vibratono y



posteriormente los cortes se incubaron en el ACSF (> 1 hora, a temperatura ambiente; 20-22
°C). Transcurrido ese tiempo, los cortes se trasfirieron a una cdmara de 2 ml, fijada a un
microscopio (NIKON, modelo Eclipse FN1, Tokio, Japdn) equipada con microscopia de
contraste de interferencia diferencial infrarroja (DIC) y objetivos de inmersion en liquido
(40x). Alli, las rebanadas fueron perfundidas con ACSF saturado con gas carbdgeno (95%
CO2/ 5% 02) a una razdn de 2 ml por minuto) y se mantendran a temperatura ambiente (22-

24 °C aproximadamente).

Electrofisiologia:

La actividad espontanea y evocada se obtuvo a partir de registros el soma de PYN de
mPFC (ver figura 2), bajo configuracion célula entera con pipetas para Patch-Clamp (4-8
MQ), llenas con una solucion intracelular que contuvo en mM: KMeSQO4 134, KCI 10,
HEPES 10, NaCl 5, ATP-Mg*? 2.5 and GTP-Na* 0.3 (pH = 7.3 ajustada a un Ph 7.2-7.3
(Lines et al., 2017), O una solucién intracelular en base a Cs™ que contuvo en mM: Cs-
Gluconato 100, HEPES 10, EGTA 10, Na>-ATP 4, TEA-CI 10 y MgClI>-6H20 1, ajustada a
un pH 7.2-7.3 con CsOH (Fuenzalida et al., 2007). Los registros se realizaron en el modo
fijacién de corriente y fijacion de voltaje utilizando un amplificador EPC-7 Patch-Clamp
amplifier (HEKA, Instruments), o un Cornerstone PC-ONE Patch / Whole Cell Clamp
(Dagan Corporation, Minneapolis, EE. UU.). En fijacion de voltaje la resistencia en serie se
compensd a ~ 70% y los registros de las neuronas s6lo se aceptaron cuando la resistencia del
sello era> 1 GQ y la resistencia de acceso no varié > 20% durante el experimento. Se registrd
una célula por rebanada perteneciente del mismo set de experimentos, ademas, se rechazaran
los registros si el potencial de membrana > -50 mV. Los datos de fijacion de voltaje y

corriente se muestrearon a frecuencias entre 6,0 y 10,0 kHz utilizando un convertidor A/ D



(ITC-16, InstruTech), se filtraron a 3,0 kHz (Low pass Filter) y se almacenaron con el
software Pulse FIT (Heka Instruments). El programa Pulse Fit se uso para generar sefiales de
temporizacion de estimulo y pulsos de corriente transmembrana. En otros experimentos, se
utilizé un convertidor Digidata 1322A A/ Dy D / A (Axon Instruments, Inc.) para registrar
y generar sefiales de temporizacion de estimulo y pulsos de corriente transmembrana con el

software pClamp (molecular Device).

Figura N°2: Configuracion experimental de la técnica de patch-clamp. A.- Esquema que representa la
posicion relativa de los electrodos extracelulares de estimulacion y de registro intracelular en la region de la
capa I1/ 111 de la corteza Prelimbica (linea discontinua). B.- Microfotografia dptica (x 10), de mPFC en donde
se observa la posicion de las pipetas. El electrodo de estimulacién extracelular se posiciond en la capa Il / 111 a
100pA aproximadamente del electrodo de registro. C.- Las PYN se identificaron por su forma triangular con
microscopia dptica de contraste de interferencia diferencial infrarroja (IR-DIC) (x 40).

Andlisis de datos:

El analisis de los registros se realizd con el programa Clampfit perteneciente al
conjunto de programas denominado “pCLAMP 9” (Molecular Device, Chicago, IL. USA).
Para la representacion de las gréficas se utilizara el software computacional “Origin” (version
9.0, Origin Lab Corp, MA, USA). Los resultados se presentaron como la media + SEM (error
estandar) n (nimero de células) y porcentaje de cambio con respecto al control. Se verifico
la distribucion normal de los datos usando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, el

andlisis estadistico se realiz0 utilizando la prueba Student’s two-tailed t y ANOVA.




Finalmente, las diferencias se consideraran estadisticamente significativas a un valor de p

<0.05 (*), p <0.01 (**) y p< 0.001 (***).

Disefio experimental y metodologia especifica.

Obijetivo especifico N°1: Determinar si el tratamiento con Ket durante la adolescencia

disminuye la transmision GABAEérgica sobre las neuronas piramidales de la mPFC.

Con la finalidad de asociar la hipofuncién de la neurotransmision GABAérgica con
alteraciones en la plasticidad, se evalu la eficacia de la neurotransmision GABAérgica sobre
las PYN de la capa Il/11l de mPFC en ratones de los grupos Veh y Ket. Para aquello se
realizaron experimentos de Patch-clamp en PYN de la capa I1/111 en la modalidad fijacion de
voltaje en rebanadas de PFC en los dos grupos experimentales. En un conjunto de
experimentos el voltaje se ajustd a 0 mV y se registraron las corrientes postsinapticas
inhibitorias espontaneas (sIPSCs), las corrientes postsinapticas inhibitorias evocadas (eIPSC)
y las corrientes postsinapticas inhibitorias miniatura (mIPSCs). Se registraron las sIPSCs con
el blogueo de la transmision glutamatérgica en presencia de 20 pM CNQX, 50 uM APV,
para las elPSC se aplico el protocolo de pulsos pareados (PPR), este protocolo consiste en la
aplicacion de dos estimulos de igual intensidad separados por distintos intervalos de tiempo
(30, 70, 100 y 300 ms). La amplitud maxima de las elPSC resultantes en respuesta a los
pulsos aplicados, permite determinar la razén por pulsos pareados (PPR), la cual se calcula
utilizando los valores de amplitud de la segunda elPSC dividido por el valor de la primera

(IPSC2/IPSCL1).



Ademas, se registraron las mIPSCs en presencia de TTX 1 uM, 20 uM CNQX, 50 uM APV.
Finalizados los registros de las sIPSCs y mIPSCs, se agreg6 PTX 10 uM como control

negativo.

Con los datos obtenidos de las sSIPSCs y mIPSCs se evalud el indice de multiplicidad, el cual
permite estimar el nimero de sitios que liberan simultdneamente neurotransmisores, este se

determind utilizando la siguiente ecuacion:

(fs=bs)—(fm+qm)
fs—fm

R o
iM=- a =
q

Donde: a es la amplitud de las sSIPSC dependientes de potencial de accion (sensibles a TTX);
g es la amplitud quantal de las mIPSC independientes de potencial de accion (insensibles a
TTX); bs es la amplitud de los sIPSC registrados en ausencia de TTX, es decir, corresponde
a los sIPSC + mIPSC; fs y fm son las frecuencias de los sIPSC y mIPSC, respectivamente

(antes y después de TTX).

Objetivo especifico N°2: Determinar si t-LTD de la transmisidn excitatoria esta alterada en

rebanadas de mPFC que presenten una hipofuncién de la neurotransmision GABAérgica.

Para determinar las alteraciones en la plasticidad excitatoria de las PYN, se indujo
STDP en rebanadas de ratones Veh y Ket sin el bloqueo de la transmision inhibitoria. Los
experimentos se realizaron mediante Patch-clamp en la modalidad fijacion de voltaje, y se
registraron las PYN de la capa IlI/lIl de mPFC. Se evocaron corrientes postsinapticas
excitatorias (EPSCs) y/o potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs) utilizando un
electrodo de estimulacion extracelular (60 um de didmetro) colocado en la capa Il / 111 de
mPFC a 100 uM de distancia de la célula registrada. Bajo la configuracion de fijacion de

voltaje, se estimuld a 0,1 Hz durante un periodo de 10 a 15 minutos (correspondiente a la



linea base), luego se cambid a fijacion de corriente y se indujo plasticidad sindptica utilizando
el protocolo de STDP (post-pre) mediante la asociacion del EPSPs con 1 o 2 potenciales de
accion postsinapticos a 1 Hz con 100 repeticiones, a un intervalo de asociacion temporal de
-20 ms (Cui et al.,2018) (ver figura 1). Para el t-LTD se indujo la estimulacion presinaptica
(mediante estimulacién sinaptica) que genere una despolarizacion de (3-7 mV), los
potenciales de accion postsinapticos fueron evocados por la inyeccion de corriente somatica
(30 ms, 370 £ 35 pA) (Cui et al.,2018). Las modificaciones en la amplitud de los EPSCs se
registraron 35 a 40 minutos después del final del protocolo de induccion y se expresé como
una proporcidn (porcentaje de cambio) de la amplitud de las EPSCs en comparacion a la linea
base. Ademas, se utilizo la PPR como una medida del cambio en la probabilidad de liberacion

del neurotransmisor.

Objetivo especifico N°3: Determinar si t-LTP de la transmision excitatoria esta
alterada en rebanadas de mPFC que presenten una hipofunciéon de la neurotransmision

GABAérgica.

Para determinar las alteraciones en la plasticidad excitatoria de las PYN, se indujo
STDP en rebanadas de ratones Veh y Ket sin el bloqueo de la transmisién inhibitoria. Similar
a lo anterior, los experimentos se realizaron mediante Patch-clamp en la modalidad fijacion
de voltaje, y se registraron las PYN de la capa Il/Ill de mPFC. Se evocaron corrientes
postsinapticas excitatorias (EPSCs) y/o potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs)
utilizando un electrodo de estimulacion extracelular (60 um de diametro) colocado en la capa
I1 /111 de mPFC a 100 uM de distancia de la célula registrada. Bajo la configuracion de
fijacién de voltaje, se estimulé a 0,1 Hz durante un periodo de 10 a 15 minutos

(correspondiente a la linea base), luego se cambid a fijacion de corriente y se indujo



plasticidad sinaptica utilizando el protocolo de STDP (pre-post) mediante la asociacién del
EPSPs con 1 o 2 potenciales de accion postsinapticos a 1 Hz con 100 repeticiones, a un
intervalo de asociacion temporal de +20 ms (Cui et al.,2018) (ver figura 1). Las
modificaciones en la amplitud de los EPSCs se registraron 35 a 40 minutos después del final
del protocolo de induccion y se expresé como una proporcion (porcentaje de cambio) de la
amplitud de las EPSCs en comparacion a la linea base. Ademas, se utiliz6 la PPR como una

medida del cambio en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor.

ANALISIS COMPLEMENTARIOS.

1.- Propiedades eléctricas intrinsecas de las PYN.

Como una aproximacion complementaria estudiamos las propiedades eléctricas
intrinsecas de las PYN de la capa II/111 de mPFC en ratones adultos, se realizaron registros
de Patch-clamp en la modalidad fijacion de corriente de PYN de la capa Il/I1l de mPFC
utilizando solucién intracelular de KMeSOa4. Se utilizo el programa clampfit para el analisis
de la curva I/V, y luego de ajustarla a una ecuacién de la recta estandar (1) y a una ecuacion
exponencial estdndar (2), se obtuvieron los valores de las propiedades pasivas de la
membrana. Las propiedades activas se analizaron con el mismo programa, pero mediante la

opcion de detectar eventos a través del anélisis por umbral.

1) (x)=mx+b 2) f(t)=LAi e~t/tini=1+C

2.- Determinar si la transmision glutamatérgica sobre las neuronas piramidales de la

mMPFC est4 alterada en ratones tratados con Ketamina.



Como una aproximacién complementaria estudiamos si la administracion de Ket
durante la adolescencia modifica la eficacia glutamatérgica sobre las PYN de la capa II/111
de mPFC. Para aquello, se realizaron experimentos de Patch-clamp en la modalidad fijacion
de voltaje en los dos grupos experimentales. Utilizando la solucion intracelular de Gluconato
de Cs-TEA se ajusté el potencial a -65 mV y se registraron las corrientes postsinapticas
excitatorias espontaneas (SEPSCs) y las corrientes postsinapticas excitatorias evocadas
(eEPSC), en las eEPSC se aplico el protocolo de PPR, a 30, 70, 100 y 300 ms de intervalo
interestimulo. Posteriormente, se calculd la razon AMPA/NMDA en las PYN, se analizo la
cinética (rise time y decay time) de los EPSPs y la cinética tanto del componente AMPA Y
NMDA de las EPSCs entre los grupos experimentales. Para los ensayos de la razon
AMPA/NMDA, se realizaron experimentos de Patch-clamp en la modalidad fijacion de
voltaje en rebanadas de PFC en los grupos experimentales. Se registraron 15 a 20 eEPSC a -
65y a +40 mV, solo se incluyeron eventos Unicos de latencia rapida (2—-3 ms) para garantizar
respuestas monosinapticas. El tiempo de la corriente maxima a —70 mV, considerado
completamente mediado por AMPAR, se utilizd para establecer la ventana de tiempo para
medir el pico AMPA a 50 mV. La disminucion a la linea de base de la corriente AMPA a —
70 se usé para seleccionar una ventana de tiempo para la medicién de la corriente NMDA;
una ventana de medicién de 10 ms que comienza 40 ms después de que se utilizo el artefacto
de estimulo. Esta corriente se designé como la medida NMDA (Myme et al., 2003). La razon

NMDA se calcul6 de la siguiente manera:

Razon NMDA/AMPA = (I nmpA a+somv / | AMPA a +50mV).

3.- Determinar si el bloqueo de los receptores GABA-A en ratones adultos durante el t-

LTD transforma la LTD en LTP en sinapsis glutamatérgicas de la capa 11/111 mPFC.



Para evaluar si el bloqueo parcial (proveniente de las PV-IN) y/o total de la
neurotransmision GABAEérgica ionotrdpica durante la adultez es suficiente para transformar
la LTD en LTP, se registraron PYN de la capa 1l/l1l de mPFC de animales del grupo Veh
mediante Patch-clamp en la modalidad fijacion de voltaje. Se evocaron corrientes
postsinapticas excitatorias (EPSCs) y/o potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPS)
utilizando un electrodo de estimulacidn extracelular colocado en la capa Il / I1l de mPFC a
100 uM de distancia de célula registrada. Bajo la configuracién de fijacion de voltaje, se
estimul6 a 0,1 Hz durante un periodo de 10 a 15 minutos (correspondiente a la linea base),
luego se cambid a fijacion de corriente y se indujo plasticidad sinaptica utilizando el
protocolo de STDP (post-pre) mediante la asociacién del EPSPs con 1 o 2 potenciales de
accion postsinapticos a 1 Hz con 100 repeticiones, a un intervalo de asociacién temporal de
-20 ms (Cui et al.,2018) en presencia de en presencia de DAMGO (encefalina [D-Ala (2), N-
Me-Phe (4), Gly (5)- ol])(1uM) el cual es un agonista de los receptores p-opioides que genera
la inhibicién de la liberacion de GABA desde las PV-IN (Shao et al., 2019). O (b) PTX
(Pricrotoxina) (100 uM), el cual es un antagonista no competitivo de los receptores GABAA,
que impide el flujo de iones de Cl- a través del receptor de GABA (Olsen, 2006). Las
modificaciones en la amplitud de los EPSCs se registraron 35 a 40 minutos después del final
del protocolo de induccion y se expresé como una proporcion (porcentaje de cambio) de la
amplitud de las EPSCs en comparacion a la linea base. Ademas, se utiliz6 la PPR como una

medida del cambio en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor.



RESULTADOS

1.- El tratamiento crénico con Ketamina durante la adolescencia modifica las

propiedades eléctricas intrinsecas de la PYN de mPFC de ratones adultos.

Para estudiar el efecto en el raton adulto de la administracion crdnica de Ket durante
la adolescencia, determinamos las propiedades intrinsecas pasivas y activas de las PYN de la
capa Il/11l1 de mPFC. Primero, utilizando protocolos de corriente/voltaje (I/VV) logramos
cuantificar las propiedades eléctricas pasivas de las PYN (Figura 3A). Encontramos s6lo
diferencias en la resistencia de membrana (Rm) (Ket 101.74 + 1.53 Mohm (n=13); Veh 93.62
+ 1.63 Mohm (n=10); ANOVA, p= 0.00205), sin cambios aparentes en otras propiedades
pasivas tales como: el potencial de membrana en reposo (Vm) (Ket -59.87 + 1.25 mV (n=13);
Veh -61.28 + 0.92 mV (n=10); ANOVA, p=0.70443) en la capacitancia de membrana (Cm)
(Ket 74.71 + 8.53 pF; Veh 70.43 = 6.31 pF; ANOVA, p=0.70672), y en la constante de
tiempo de la membrana (1) (Ket 75.58 + 8.32 ms (n=13); Veh 66.74 £ 5.15 ms (n=10);
ANOVA, p=0.41075). Segundo, utilizando protocolos de rampa que consisten en el aumento
gradual de voltaje en el tiempo (Figura 3B), en conjunto con la relacién 1-V, analizamos las
propiedades eléctricas activas de las PYN. La tasa de disparo de PA en el grupo Ket fue
menor que en Veh (Ket 1.92 + 0.47 Hz (n=13); Veh 6.6 + 0.67 Hz (n=10); ANOVA, p=
9.53x10°®). Sin embargo, no encontramos diferencias en otras propiedades activas, como lo
son la amplitud del PA, la duracion media del PA y el umbral de disparo (Figura 3D). En
conjunto, estos resultados demuestran que la administracion crénica de Ket durante la

adolescencia disminuye la excitabilidad de las PYN de la capa I1/111 de mPFC.



_J20mV
mJUU pA 100 ms
ms —k
£5mV [ 65 mV
B _|20mv J20mv
100 pA 150 ms 150 ms
100 pA 65mV 65mV
c < 60+ Propiedades
é intrinsecasdela Veh (n=10) Ket(n=13)
o membrana

s (**) Rm (Mohm) | 96.00+2.79 |101.73+1.54

3 Vm (mV) -61.28+0.92 [-59.87£1.25

Tau (ms) 66.73+5.15 | 75.59+8.33

T 7 Cm (pF 70.44+6.31 | 74.71+8.54

100 200 -

1 Treshold AP (mV) | -42.07+1.02 |-40.39+1.69

’30 | Intensidad (pA) Amplitude AP (mV) | 70.30+3.12 | 77.37+2.01

Halft-width AP (ms)| 3.95+0.21 | 3.61+0.13

(***) Fire-rate (Hz)| 6.60+0.67 | 1.92+0.47

604

Figura N°3: El tratamiento cronico con Ketamina durante la adolescencia cambia las propiedades
eléctricas intrinsecas de la PYN de mPFC de ratones adultos. A.- Trazos representativos de la relacion 1/V
obtenida entre los grupos (lzq, Ket; Der, Veh) B.- Trazos representativos de un protocolo de rampa (lzg, Ket;
Der, Veh) C.-Gréfico de la curva I-V obtenida entre las dos condiciones experimentales. En el eje X se grafico
la corriente (pA), mientras que en el eje Y se grafico el voltaje (mV) (Rojo, Ket; Gris, Veh). D.- Resumen de
las principales propiedades de membrana de las PYN. Los valores corresponden al promedio + SE. Rm:
Resistencia de membrana en reposo; Vm: Potencial de membrana en reposo; Tau: Constante de tiempo de la
membrana; Cm: Capacitancia o capacidad especifica de la membrana. + SEM. P <0,05 (*), p <0.01 (**), p
<0.001 (***).

2.- El tratamiento crénico con Ketamina durante la adolescencia disminuye la eficacia

sinaptica GABAérgica en corteza prefrontal de ratones adultos.

Para determinar si la administracion de Ket durante la adolescencia altera la eficacia
sinaptica GABAZérgica sobre las PYN de la capa II/111 de mPFC en adulto, se registraron las

la sIPSC y mIPSC al mismo tiempo que blogueamos farmacoldgicamente los receptores




ionotrdpicos de glutamato (50 uM APV y 20 uM CNQX). Encontramos que la frecuencia de
las SIPSC en el grupo Ket fue menor que en el Veh (Figura 4B) (Ket 2.18 + 0.36 Hz (n=10);
Veh 3.79 £ 0.23 Hz (n=8); ANOVA,; p=0.00128). Sin embargo, no encontramos diferencias
en la amplitud de las sIPCS (Figura 4C) (Ket 18.74 + 2.06 pA (n=10); Veh 20.85 + 2.85 pA
(n= 8); ANOVA,; p= 0.55547). En relacion con la liberacion espontanea de GABA
independiente de PA, se evaluaron los mIPSC bloqueando los canales de sodio activados por
voltaje (1M TTX). Observamos una reduccion de la frecuencia de los mIPSC en el grupo
Ket (Figura 4E) (Ket 0.84 + 0.10 Hz (n=10); Veh 1.60 + 0.16 Hz (n=8); ANOVA,; p=
7.30x10%), sin variaciones en la amplitud (Figura 4F) (Ket 14.93 + 2.05 (n= 10); Veh 12.67
+ 0.90 pA (n=8); ANOVA,; p= 0.37). Para estimar el grado de conectividad entre las INs y
las PYN, evaluamos la relacién entre las corrientes sIPSC y mIPSC. Con respecto a los
SIPSC, al agregar TTX, en promedio la frecuencia disminuyd a un 38.51 + 6.02% en los Ket
y aun 41.20 + 5.53% en los Veh. En relacion con la amplitud, esta se redujo a un 69.22 +

5.69 % en el grupo Ket y, a un 69.21+ 4.31 % en el grupo Veh.

Considerando que el namero de sitios de liberacion es un factor importante en la
modulacién de la fuerza sindptica, se estimo el indice de multiplicidad de la transmision
sindptica inhibitoria en los grupos Ket y Veh. No encontramos diferencias en el indice de
multiplicidad entre los grupos experimentales (figura 4G) (Ket 1.82 + 0.43 (n=5); Veh 1.92
+ 0.40 (n=5); ANOVA; p= 0.87). Por lo tanto, este resultado nos sugiere que el nimero de
sitios de liberacion desde las sinapsis GABAérgicas sobre las PYN de la capa 11/111 de mPFC
no fueron alterados por la administracion cronica de Ket durante la adolescencia. Como
aproximacion experimental complementaria para determinar si los efectos de la

administracion cronica de Ket sobre la neurotransmision GABAEérgica ocurre a nivel pre o
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Figura N°4: El tratamiento con Ket disminuye la eficacia sinaptica GABAérgica en neuronas piramidales
del mPFC. A.- Trazas representativas del sIPSC (Rojo, Ket; Gris, Veh) B.- Distribucion de frecuencia
promedio (izquierda) y fraccion acumulativa (derecha) de sIPSCs en APV / CNQX. C.- Distribucién de
amplitud promedio (izquierda) y fraccion acumulativa (derecha) de sIPSC en APV / CNQX, D.- Traza
representativa de los registros de actividad de mIPSC. E.- Distribucion de frecuencia promedio (izquierda) y
fraccion acumulativa (derecha) de los mIPSCs en APV / CNQX / TTX. F.- Distribucion de amplitud promedio
(izquierda) y fraccion acumulativa (derecha) de los mIPSCs en APV / CNQX / TTX. G.- Distribucion media
del indice de multiplicidad de las sinapsis GABAérgicas. H.- Protocolo de pulso pareados a 30, 70, 100 y 300
ms en APV / CNQX. Resultados expresados como promedio + SEM. P <0,05 (*) p <0.01 (**).




postsinaptico, se aplicaron protocolos de PPR a intervalos temporales de 30, 70, 100 y 300
ms. En los animales tratados con Ket la PPR aumento (Figura 4H). Lo anterior sugiere una

menor probabilidad de liberacién de GABA (Anexo 2).

En conjunto, estos resultados obtenidos sugieren la disminucién de la liberacion de
GABA sobre las PYN de la capa 11/111 de mPFC. Probablemente esto sea debido a cambios
en la maquinaria y/o mecanismos de liberacion presinaptica, sin embargo, no se descarta que
el tratamiento con Ket pueda generar una disminucion en el nimero de sinapsis desde las
interneuronas hacia las neuronas piramidales, problema que sera abordado proximamente en

nuestro laboratorio.

3.- El tratamiento cronico con ketamina durante la adolescencia aumenta la
neurotransmision glutamatérgica en corteza prefrontal de ratones adultos.

Para determinar si la administracion de Ket durante la adolescencia altera la eficacia
sinaptica glutamatérgica sobre las PYN de la capa 11/111 de mPFC en la adultez, se registraron
las SEPSC y eEPSC. No encontramos diferencias en la frecuencia de las SEPCS (Figura 5B)
(Ket 1.18 £ 0.12 Hz (n=8); Veh 1.12 + 0.08 Hz (n=9); ANOVA; p=0.69599; en ACSF),
pero la amplitud de las SEPSC en el grupo Ket fue mayor en comparacién con el Veh (Figura
5C) (Ket 10.15 £ 0.70 pA (n= 8); Veh 7.29 £ 0.36 pA (n=9); ANOVA; p=0.00161; en ACSF).
Para determinar si los efectos de la administracion cronica de Ket sobre la neurotransmision
glutamatérgica ocurre a nivel pre o postsinaptico, se aplico un protocolo de PPR a intervalos
temporales de 30, 70, 100 y 300 ms. No se encontraron diferencias entre los grupos
experimentales (Figura 5D) (Anexo 3), lo cual sugiere que el aumento en la amplitud es un

fendmeno postsinaptico.



Para determinar si el tratamiento con Ket durante la adolescencia genera alteraciones
en la expresion y/o funcién del receptor NMDA de las PYN de la capa II/lll de mPFC,
realizamos el andlisis de la razon AMPA/NMDA y evaluamos la cinética (Rise time y Decay
time) de las eEPSC en presencia del antagonista de GABAaR PTX (100 uM). En estas
condiciones experimentales no encontramos diferencia en la razon AMPA/NMDA entre los
grupos experimentales (Ket 1.44 + 0.20 (n= 8); Veh 1.38 £ 0.08 (n=6); ANOVA,; p=

0.67713), tampoco las hay en el rise time ni en el decay time (Anexo 4).

En resumen, estos resultados sugieren que los grupos experimentales poseen similar
probabilidad de liberacion de glutamato desde el terminal presindptico hacia las PYN de
mPFC, ademas, el tratamiento con Ket no modifica el componente NMDA en las PYN. Sin
embargo, el analisis de los SEPSC sugiere un aumento en la excitabilidad sinaptica excitatoria
sobre las PYN, un aumento del nimero de receptores AMPA a nivel postsinaptico, o de su

conductancia iénica.

Para determinar si el tratamiento con Ket genera un aumento en la excitabilidad
sindptica, en el nimero de receptores o en su conductancia ionica, necesitamos analizar tanto
las SEPSC como las mMEPSC. Ademas, con estos datos se calcularé el indice de multiplicidad,
permitiendo estimar el nimero de sitios de liberacion desde las sinapsis glutamatérgica sobre
las PYN de la capa I/l de mPFC. Experimentos que seran abordados proximamente en

nuestro laboratorio.
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Figura N°5: El tratamiento con Ket durante la adolescencia aumenta la eficacia sinaptica glutamatérgica
en neuronas piramidales del mPFC. A.- Trazas representativas del sEPSC (rojo: Ket; gris: Veh;) B.-
Distribucion de la frecuencia promedio (izquierda) y fraccién acumulativa (derecha) de sEPSC en ACSF, C.-
Distribucion de la amplitud promedio (izquierda) y fraccion acumulativa (derecha) de SEPSCs en ACSF. D.-
Protocolo de pulso emparejado a 30, 70, 100 y 300 ms en ACSF. E.- (Izq) distribucién promedio de
AMPA/NMDA ratio y cinética de las respuestas de NMDA, rise time (medio), decay time (der). Resultados
expresados como promedio £ SEM. P <0,05 (*) p <0.01 (**).

4.- El tratamiento crénico con ketamina convierte la LTD en LTP.

Dado que el tratamiento con Ket disminuye la eficacia inhibitoria de las PV-IN, y que
la hipofuncion GABAEérgica es capaz de transformar una LTD en LTP (Paille et al., 2013;
Caballero et al., 2014), hipotetizamos que la disminucion en la eficacia GABAérgica en

mPFC por el tratamiento con Ket es capaz de alterar la plasticidad sinaptica excitatoria a




largo plazo. Para aquello, se registraron PYN de la capa 1l/111 de mPFC, luego de un registro
de una linea base estable de 10 min, se indujo la depresion a largo plazo mediante protocolos
de t-LTD (-20 ms post-pre, 100 estimulos a 1 Hz, con 1 o 2 potenciales de accidn asociados
al EPSP) (Cui et al., 2018). En los animales del grupo Veh, el protocolo de t-LTD genero6 una
depresion a largo plazo o LTD de la transmision sinaptica excitatoria. La amplitud de las
EPSCs se redujo hasta un 53.26 + 8.52 % con respecto a la linea base (n=5 de un total de 7
células registradas). En rebanadas de mPFC de animales tratados con Ket, el protocolo de t-
LTD contrariamente a lo observado en el Veh, gener6 una LTP de la transmision sinaptica
excitatoria, aumentando la amplitud de las EPSCs a un 200.16 + 36.87 % con respecto a la
linea base (Figura 6A 'y 6B 1zq) (n=4 de un total de 7 células registradas) (Ket 198.83 + 36.35
(n=4); Veh 53.26 + 8.52 (n=5); p=0.0033). En ambas condiciones no se observaron cambios
significativos en la PPR 35 min después de la aplicacion del protocolo de STDP (Figura 6B,
Derecha), lo cual sugiere que la plasticidad sinaptica esta mediada por mecanismos
postsinapticos (Veh PPR basal: 1.06 + 0.06; PPR post-STDP: 1.04 + 0.05 (n=5); p= 0.56396)
(Ket PPR basal: 0.97 £ 0.09; PPR post-STDP: 0.93 + 0.06 (n=4); p= 0.21746). Ademas, no
se encontraron diferencias significativas en la PPR previo al protocolo de plasticidad entre
los grupos experimentales (Veh: 1.06 £ 0.06 (n=5); Ket 0.97 + 0.09; (n=4); p= 0.44155
(Figura 6B, Centro), lo que sugiere que ambos grupos poseen similar probabilidad de
liberacion glutamatérgica. Sin embargo, cuando analizamos la cinética tanto de los EPSC y
EPSP evocados previos a la induccion de plasticidad por STDP, encontramos que el decay
time en ambas es menor en el grupo Ket (Figura 6C y 6D) (Anexo 5). En conjunto, estos
resultados nos sefialan que el tratamiento con Ket durante la adolescencia modifica la

plasticidad sinaptica en las PYN de la capa I1/111 de mPFC de ratones adultos.
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Figura N°6: La induccion de depresion a largo plazo (LTD) por STDP produce la potenciacion a largo
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excitatorias (EPSC), rise time (izquierda), decay time (derecha). Resultados expresados como promedio + SEM.
P <0,05 (*) p <0.01 (**).

5.- El blogueo de los receptores GABA-A en ratones adultos no bloquea la induccion

de t-LTD en las sinapsis glutamatérgicas de la capa I1/111 mPFC.

Para determinar si el bloqueo parcial (proveniente de las PV-IN) y/o total de la

neurotransmision GABAGérgica ionotrépica durante la adultez es suficiente para bloquear y/o




modificar la t-LTD, se registraron PYN de la capa Il/lIll de mPFC del grupo Veh y se
aplicaron protocolos de t-LTD en presencia de: (a) DAMGO (encefalina [D-Ala (2), N-Me-
Phe (4), Gly (5)- ol]), un agonista de los receptores u-opioides que genera la inhibicion de la
liberacion de GABA desde las PV-IN (Shao et al., 2019), y en otro set de experimentos (b)
PTX (Pricrotoxina), antagonista no competitivo de los receptores GABAA, que impide el
flujo de iones de CI a través del receptor de GABA (Olsen, 2006). Se observéd que el
protocolo de t-LTD en presencia de DAMGO (1uM) gener6 una robusta LTD similar al
control (DAMGO 65.13 + 8.31 (N=5); Veh 53.26 + 8.52 (n=5); p= 0.35957). No se
encontraron diferencias en la PPR entre la linea base y 35 minutos después de aplicado el
protocolo (Veh PPR basal: 1.10 = 0.06; PPR post-STDP= 1.13 + 0.06 (n=5); p = 0.67352).
Utilizando PTX (100uM), encontramos que el protocolo de t-LTD gener6 una menor t-LTD
en comparacion al Veh (PTX a 76.34 = 3.98 (N=4); Veh 47.23 £ 7.77 (n=5); p= 0.01576),
mientras que la PPR no fue diferente (Veh PPR basal: 1.07 + 0.08; PPR post-STDP= 1.02 +
0.05 (n=5); p= 0.72353). Tomados en conjunto, estos datos nos sugieren que a pesar de que
el blogueo de los receptores de GABAA mediante PTX redujo la LTD en comparacion al
Veh, el bloqueo de la neurotransmision GABAGérgica ionotropica durante la adultez es

incapaz de replicar la LTP observada en el grupo Ket.
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DISCUSION

La adolescencia es un periodo de importantes cambios morfologicos y funcionales en
todo el cerebro. El sistema nervioso central (SNC) adolescente, en particular la corteza
prefrontal (Bossong y Niesink, 2010; Chambers et al., 2003), se encuentra en un estado de
extrema vulnerabilidad debido a que es una de las Ultimas areas en alcanzar la madurez
(Gogtay, 2004). Durante este periodo la mPFC estd sometida al explosivo proceso de
mielinizacion, aumento de la conectividad sinaptica, poda sinaptica, remodelacion sinaptica
y consolidacién de los circuitos neuronales entre las estructuras corticales y subcorticales, el
crecimiento volumétrico y cambios en la distribucion de receptores (Giedd et al., 1999;
Spear, 2000; Bartzokis et a., 2001; Andersen, 2003). Esta remodelacion neuronal del mPFC
da como resultado el establecimiento del equilibrio excitador-inhibidor esencial para la
maduracion de los comportamientos y la cognicion normales del adulto (Caballero et al.,
2014; Cass et al., 2014; Caballero y Tseng, 2016). Asi, es esperable que una alteracion del
sistema GABAGérgico durante periodos criticos del desarrollo produzca un mal
funcionamiento de la mPFC y de sus funciones asociadas. Defectos en la eficacia de las
sinapsis GABAérgicas se han relacionado con la patogenia de diversos trastornos

neuropsiquiatricos tales como la EZ.

A nivel neuronal, el tratamiento con Ket genera un aumento en la Rm y una
disminucion en la frecuencia de disparo de PA en las PYN de la capa Il/I1l de mPFC. El
aumento en la Rm puede deberse a una disminucion en la conductancia de los canales de
potasio (K*), una disminucién en su ndmero, o una reduccién del tamafio de la neurona.
Existe escasa evidencia que demuestre interacciones entre Ket y la actividad de los canales

de K* anivel de SNC, sin embargo, se ha descrito que dosis anestésicas agudas de Ket genera



en ratones una inhibicion de los canales catidnicos activados por nucleotidos ciclicos
(HCN1), con la consecuente disminucion de la corriente Ih, y un aumento en la Rm en PYN
de corteza somatosensorial (Chen et al., 2009). La corriente H, también conocida como
corriente activada por hiperpolarizacion (Ih), es una corriente de entrada generada por los
canales cationicos HCN activados por hiperpolarizacion. Ih desempefia un papel esencial en
la regulaciéon de la integracion sinaptica, la plasticidad, y la actividad sincrénica en el cerebro
(Momin et al., 2008; Yang et al., 2018). Sin embargo, se desconoce si Ket genera una
disminucion a largo plazo de la Ih y en consecuencia un aumento en la Rm en PYN de la

capa Il/111 de mPFC.

El tratamiento cronico con Ket durante la adolescencia genera en adultez una
disminucion en el numero de PA de las PYN de mPFC. Amplia evidencia sugiere gque la
disminucion en el namero de PA ocurre producto de un aumento en su adaptacion (Partridge
y Stevens,1976; Storm, 1990; Ha y Cheong, 2017), que corresponde a la disminucion
progresiva de la frecuencia de disparo de las neuronas. Los procesos de adaptacion subyacen
en parte a corrientes de K* sensible al voltaje de tipo In desarrollada al final de un potencial
de accion, y a las corrientes lentas de K* activada por Ca?*(IKCa) durante la fase tardia de la

hiperpolarizacion AHP, tal como la mAHP y sAHP (Storm, 1990; Ha y Cheong, 2017).

Tzingounis et al., el afio 2007 demostraron que la proteina censora de Ca®
hipocalcina regula la SAHP. Los animales knockout de hipocalcina muestran una reduccion
dréstica de la corriente SAHP, mientras que la sobreexpresion de la hipocalcina la aumenta
(Tzingounis et al., 2007). Inyecciones subanestésicas de Ket inducen un aumento en la
expresion de hipocalcina en PYN de la corteza cingulada (Bernstein et al., 2003). Asi Ket

mediante el aumento de hipocalcina puede aumentar la SAHP, lo cual disminuiria el nimero



de potenciales de accién en las PYN de mPFC. Sin embargo, la SAHP de las PYN no fue
evaluada en este estudio, experimentos que seran abordados préximamente en nuestro

laboratorio.

En relacion con la neurotransmision inhibitoria, nuestros datos sefialan que: 1) El
tratamiento cronico con Ket durante la adolescencia genera en ratones adultos una
disminucion de la eficacia de la transmisién GABAEérgica, manifestado como una reduccion
en la frecuencia de las sIPSC y mIPSC sobre las PYN de la capa II/lll de mPFC, 2) El
tratamiento con Ket produce una disminucion en la probabilidad de liberacion GABAérgica.
3) El nimero de sitios de liberacion en las sinapsis GABAérgica no fue alterado por el
tratamiento con Ket. Previamente, se ha descrito en modelos murinos que el tratamiento
cronico con Ket durante la etapa neonatal o en la adultez, reduce la inmunorreactividad en
mPFC para los marcadores de interneuronas GABAérgicas GAD67 y PV, junto con el
deterioro en la eficacia sindptica GABAérgica (Zhang et al., 2008, 2016; Gastambide et al.,
2013; Jeevakumar et al., 2015; Jeevakumar and Kroener, 2016). Recientemente, en nuestro
laboratorio demostramos que el tratamiento crénico con Ket durante la adolescencia tardia,
genera la disminucién de la eficacia GABAérgica sobre PYN de la capa 11/11l de mPFC de
ratas, expresada como una disminucion en frecuencia de las mIPSCs y de las sIPSCs, en
conjunto el aumento en la PPR y una disminucion del marcaje para PV y GAD67. Ademas,
estos animales presentaron un peor desempefio en tareas ejecutivas que dependen de la
integridad y el funcionamiento adecuado del mPFC (Pérez et al., 2019). Resta determinar si
el tratamiento con Ket en nuestros animales deteriora el desempefio de tareas conductuales
dependientes de mPFC, o si afecta el namero y el inmunomarcaje para PV y GADG67.

Problema que serd proximamente abordado.



La disminucion de la frecuencia de sIPSC y mIPSC podria estar determinada por el
efecto del tratamiento con Ket sobre los NMDAR en las PV-IN de mPFC. Durante la
adolescencia las PV-IN de mPFC experimentan cambios drasticos en la composicion de los
receptores glutamatérgicos (Wang et al, 2009). En la primera semana postnatal el nimero de
subunidades NR2B predomina por sobre las subunidades NR2A (Paoletti et al. 2013), esta
distribucion se invierte durante el desarrollo con una maxima expresion de las subunidades
NR2A durante la adultez temprana (Monyer et al., 1994; Liu et al., 2004; Paoletti et al. 2013),
esto hacen que las PV-IN sean particularmente vulnerables a insultos medioambientales
durante la adolescencia (Wang et al, 2009). En las PV-IN la expresion de subunidades
NR2A/NR2B esté en una razon aproximada de 4, mientras que, en las células piramidales,
esta razon alcanza un valor aproximado de =~ 0,8 (Kinney et al., 2006). La mayor expresion
de la subunidad NR2A en las PV-IN parece ser clave para explicar su susceptibilidad, puesto
que el uso del antagonista selectivo para esa subunidad NR2A (NVP-AAMO77), reproduce
los cambios en la expresion de PV y GAD67 similar al inducido por Ket, no asi RO-25-6981,
antagonista selectivo para NR2B (Kinney et al., 2006). Estos resultados se correlacionan con
que el tratamiento crénico con MK-801 en ratas jovenes induce una disminucién del mRNA
de las subunidades NR2A, NR1, NR2B y NR2C en interneuronas PV* de ratas adultas (Xi et

al., 2009).

El cambio de las subunidades de los receptores NMDA depende de, entre otros
factores, la actividad de los NMDAR vy la liberacion de Ca®* interno de los receptores de
inositol trifosfato (IP3) (Matta et al., 2011; Taylor y Tovey 2010). Por lo tanto, el bloqueo
cronico de los NMDAR por Ket durante la adolescencia tardia podria interferir con los

mecanismos dependientes de Ca?* que generan el cambio en las subunidades de los NMDAR



en las PV-IN. En conjunto, estas evidencias sugieren que el tratamiento con Ket podria
reducir la expresion de la subunidad NR2A del NMDAR, la subunidad mas expresada en las
PV-IN, lo que generaria una disminucién de la eficacia glutamatérgica sobre las
interneuronas, reduciendo su excitabilidad, lo que posteriormente podria manifestarse como

una disminucion en la eficacia GABAérgica sobre las PYN de la capa 11/111 de mPFC.

Alternativamente, el dafio por estrés oxidativo esta involucrado en el deterioro de la
neurotransmision GABAGérgica sobre las PYN de mPFC. A pesar de que Ket es menos
citotoxica en comparacidn con otros antagonistas del receptor NMDA, tal como PCP (Zanos
et al., 2018), se ha reportado que la administracion de Ket potencia el estrés oxidativo (Reus
et al., 2017). Ademas, el estrés oxidativo se ha correlacionado negativamente con la
integridad de los PV-IN (Steullet et al., 2017). Particularmente se ha descrito que la PFC es
mas susceptible al dafio oxidativo que otras estructuras cerebrales tales como el hipocampo
(Fowler et al., 2014; Zlatkovic et al., 2014), por lo cual no podemos descartar un efecto

citotdxico. Problema que serd abordado proximamente en nuestro laboratorio.

En relacién con la neurotransmision excitatoria, nuestros datos demuestran que: 1)
Los animales tratados con Ket presentan en adultez un aumento en la amplitud de las SEPSC
sobre las PYN de la capa IlI/lll de mPFC, 2) Los animales tratados con Ket poseen una
disminucion en el decay time tanto de EPSP como EPSC evocados, 3) Ambos grupos
experimentales poseen similar probabilidad de liberacion glutamatérgica, 4) Ambos grupos
poseen similar razon AMPA/NMDA, 5) La cinética del receptor NMDA es similar en ambos

grupos.



La mayor amplitud de las SEPSC podria estar mediado a nivel presinaptico por una
mayor excitabilidad de las fibras glutamatérgica sobre las PYN, mientras que a nivel

postsinaptico por el aumento en el nimero y/o conductancia de receptores AMPA

A nivel presinaptico, el uso agudo de antagonistas del receptor NMDA como PCP,
MK-801 y Ket, generan una disminucion de la neurotransmision GABAEérgica sobre las
neuronas PYN (Homayoun & Moghaddam, 2007; Zanos et al., 2018), lo que trae como
consecuencia: un aumento en la excitabilidad de las PYN, un aumento de las salidas
excitatorias desde la PFC hacia estructuras subcorticales, excitotoxicidad, disrupcién de
ritmos cerebrales y deficiencia de la memoria de trabajo (Homayoun & Moghaddam, 2007;
Rotaru et al., 2012; Coyle et al., 2012). Sin embargo, se desconoce si estos efectos perduran
a largo plazo. A nivel postsinaptico, se ha reportado que la Ket puede aumentar la expresion
de proteinas HomerlA en mPFC e hipocampo (Serchov et al., 2015). Las proteinas Homer
se localizan predominantemente en la densidad postsinaptica (PSD) en las neuronas de
mamiferos, y actian como proteinas adaptadoras para muchas proteinas en la PSD, las cuales
han sido implicadas en la regulacion funcional de los receptores para glutamato (Ango et al.,
2001; Kammermeier and Worley, 2007). Las proteinas Homers1A pueden regular la
remodelacion dependiente de actividad de las estructuras sinapticas (Inoue et al., 2007) y han
sido descritas como un miembro de las llamadas proteinas que promueven la plasticidad
sinaptica a largo plazo (Okada et al., 2009). Recientemente, se reporté que un aumento de la
expresion de HomerlA mediante la aplicacion de HomerlA fusionado al dominio de
transduccion de proteinas (TAT), tanto in-vivo como in-vitro desacopla el receptor
metabotropico de glutamato 5 (mGIlu5) de sus blancos rio abajo, lo que resulta en un aumento

de la activacion de la via mTOR y, en consecuencia, una mayor expresion y funcionalidad



del receptor AMPA a nivel postsinaptico (Holz et al., 2019). Alternativamente, en base a los
trabajos de Ket como farmaco antidepresivo, se ha descrito que la Ket aplicada en dosis
subanestésicas aumenta a largo plazo la neurotransmision glutamatérgica, mediante el
incremento tanto de la liberacion de glutamato desde el terminal presinaptico, como por una
mayor expresion e insercion del receptor AMPA en la densidad postsindptica (Duman et al.,
2012; Li et al., 2012). Esto causa un incremento secundario en la liberacion de BDNF vy, por
lo tanto, en la activacion de la sefializacion ERK que luego estimula a la diana de rapamicina
en células de mamifero (MTOR), la cual activa quinasas que controlan la traduccion de
proteinas y, por lo tanto, conduce a una mayor expresion de proteina sinaptica de tipo GIuR1
y una mayor insercion y densidad de sinapsis que conduce a una mayor conectividad
estructural entre las neuronas, particularmente en la mPFC (Duman et al., 2012). Por lo tanto,
hipotetizamos que el tratamiento con Ket podria generar la sobreexpresion de los receptores
AMPA y/o modificar su conformacion, explicando asi el aumento en la amplitud de los

SEPSCs y la disminucion de decay time de los EPSP y EPSC.

Para determinar si el aumento en la amplitud es un fenémeno pre o post sindptico
resulta necesario analizar tanto las SEPSC como las mEPSC, paralelamente con estos datos
se calculara el indice de multiplicidad lo que permitird estimar el nimero de sitios de
liberacion de las sinapsis glutamatérgica sobre las PYN de la capa II/I1l de mPFC. En el
escenario en donde no encontremos un aumento en la amplitud de los mEPSC, se estimara el
namero de receptores AMPA mediante técnicas inmunohistoquimicas (Bahr et al., 1992).

Conjunto de experimentos que seran abordados préximamente en nuestro laboratorio.

Finalmente, en relacion con la transmision sinaptica excitatoria, los resultados

obtenidos en el andlisis de la razon AMPA/ NMDA, en conjunto con el anélisis de la cinética



de los receptores NMDA, nos permite descartar que el tratamiento cronico con Ket genere

modificaciones en los receptores NMDA de las PYN de la capa I11/111 de mPFC.

En relacion con la plasticidad sinéptica, los circuitos GABAérgicos son uno de los
principales moduladores de la coincidencia temporal necesaria para inducir plasticidad por
STDP en los circuitos cerebrales (Paille et al., 2013). En base a nuestros hallazgos previos,
que demostraron una hipofuncién del sistema GABAérgico sobre las PYN de la capa I11/111
de mPFC en los animales tratados cronicamente con Ket, evaluamos la plasticidad sinaptica
excitatoria de las PYN mediante protocolos de t-LTD, en slices de PFC que presentaran una
hipofuncion GABAérgica.

Nuestros datos demuestran que el tratamiento crénico con Ket durante la adolescencia
tardia invierte la polaridad del STDP-LTD en ratones adultos, es decir, el protocolo de t-LTD
genero contrariamente al Veh, LTP de la transmision sinéptica excitatoria. No se observaron
cambios en la PPR 35 minutos después del protocolo de STDP en comparacion con el basal,
lo cual sugiere que la plasticidad sinaptica esta mediada por mecanismos postsinapticos,
ademas, tampoco en la PPR entre ambos grupos previo al protocolo de plasticidad, lo que
sugiere que poseen similar probabilidad de liberacion glutamatérgica, descartando que esta
sea la responsable en la alteracion en la plasticidad a largo plazo. Sin embargo, similar a
trabajos anteriores, el protocolo de t-L TP por si solo no gener6 cambios en la eficacia a largo
plazo de la transmision sinaptica excitatoria en mPFC (ver anexo 1) (Seol, 2007; Xu et al.,
2010; Zaitsev & Anwyl., 2012; Ruan et al., 2014).

Previamente trabajos in-vivo con otros antagonistas del NMDAR mostraron que la
aplicacion repetida de MK-801 durante la adolescencia era capaz de inducir LTP en la PFC

de ratas en adultez, en condiciones en que las ratas control inducian LTD, proceso debido a



falta de regulacion inhibitoria (Caballero et al., 2014). En relacién con la actividad
ionotrdpica, a pesar de que se ha descrito que GABA posee un efecto dual a nivel dentritico
y somatico (Miles et al., 1996; Tsubokawa y Ross 1996; Gulledge y Stuard, 2003), la
disminucion y/o bloqueo de la neurotransmision GABAEérgica ionotropica en adulto puede
facilitar la induccidn de plasticidad a largo plazo (Paille et al., 2013; Caballero et al., 2014).

La hipofuncidn del sistema GABAEérgico podria generar que las neuronas piramidales
de la capa Il/111 de mPFC pierdan inhibicion somatica, lo que puede producir un aumento en
la retropropagacion del potencial de accion (Miles et al., 1996, Tsubokawa y Ross, 1996)
proceso relevante para la asociacion temporal entre estimulos, condicion necesaria para
inducir plasticidad por STDP (Bi y Poo, 1999). Ademas, la hipofuncion del sistema
GABAEérgico sobre las PYN podria producir la disminucion de los potenciales postsinapticos
inhibitorios (IPSP), lo cual disminuiria el bloqueo de Mg" de los receptores NMDA
aumentando indirectamente la amplitud de las EPSP y, en consecuencia, la entrada de Ca®*
a la neurona postsinaptica (Morrisett et al., 1991; Otmakhova y Lisman, 2004; Benardo,
1994; Newberry y Nicoll, 1984).

En resumen, dichos antecedentes podrian explicar porque la induccién de la depresion
a largo plazo mediada por STDP se encuentra alterada en animales tratados con Ket, ya que
producto de la hipoactividad del sistema GABAérgico, la elevada excitabilidad, el aumento
en la retropropagacion del potencial de accion, la reduccion de la activacion de los canales
de K+ rectificadores de entrada, la elevada cantidad Ca®" que podria entrar
postsinapticamente, sean mas que suficiente para activar los mecanismos celulares
dependientes de Ca?* encargadas de potenciar la transmision sinaptica en estas neuronas bajo

el protocolo de STDP utilizado. Sin embargo, encontramos que en los animales controles el



bloqueo parcial (proveniente de las PV-IN) y/o total de la neurotransmision GABAEérgica
ionotrdpica durante la adultez es insuficiente para convertir la LTD en LTP.

Aunque nuestros datos sefialan que la alteracion de los circuitos inhibitorios durante
la adolescencia es critica para el correcto funcionamiento sinaptico de los circuitos de la
mPFC en la adultez, se necesitan mas experimentos para demostrar que la modificacion de
la eficacia GABAGérgica es capaz de revertir y/o modificar la LTP inducida por el protocolo
t-LTD en los animales tratados con Ket. En este escenario, resulta interesante evaluar en los
animales tratados con Ket que presentan una hipofuncion GABAEérgica y la conversion
anomala de LTD a LTP, si es que el aumento en la eficacia sinaptica GABAérgica mediante
el uso de agonistas GABA-A es capaz de restaurar o impedir el cambio en la polaridad del t-
LTD.

Es importante sefialar que a pesar de que la reduccién en la amplitud y duracion del
EPSP, reduce la ventana temporal de coincidencia para STDP (Fuenzalida et al., 2007
Fuenzalida et al., 2010) y que nuestros datos sefialan una reduccion de la duracion de los
EPSPs en el grupo Ket. El resultado final del protocolo t-LTD sigue siendo la generacion de
LTP. Por lo tanto, no podemos descartar que el efecto del tratamiento con Ket sobre la
plasticidad sinéptica es un mecanismo mediado por efectos de la Ket sobre otros sistemas de
neurotransmisores y/o neuromoduladores independientes del sistema GABAérgico.

En un nuevo escenario donde el aumento de la neurotransmision GABAEérgica no
revierta y/o modifique este cambio en la polaridad de la anormal t-LTD en el grupo Ket, el
tratamiento con Ket ademéas de producir una disminucion en la neurotransmision
GABAérgica, también podria generar alteraciones en la neurotransmisién dopaminérgica en
distintas estructuras corticales y subcorticales, incluida lamPFC (Liu et al., 2017; Chiamulera

et al., 2018). La DA es capaz de modular tanto la transmisién excitatoria como inhibitoria



(Ruan et al., 2014; Gao y Goldman-Rakic, 2003). La aplicacion de DA durante protocolos
de t-LTD en PYN de la capa V de mPFC genera andmalamente una LTP, la cual es
dependiente de los receptores de NMDA que contienen GIuN2B. El blogueo de los receptores
D1 por SCH23390 (10 uM), pero no D2 por Haloperidol (2 uM), revierte dicha potenciacion,
lo cual sugiere que este proceso es mediado por la via D1R-cAMP / PKA postsinaptico (Ruan
et al., 2014). La exposicion cronica e intermitente a cocaina extiende la ventana temporal de
asociacion para la induccion de t-LTP de +10 a +30 ms, un intervalo de tiempo normalmente
ineficaz para la induccion de t-LTP en la capa V de mPFC, esto se acompafia de una mayor
susceptibilidad a la LTP mediado por un menor nimero de asociaciones pre y postsinapticas
necesarias para inducirla, lo que indica una reduccion en el umbral de induccion de t-LTP,
umbral que podria estar modificado en los animales tratados con Ket.

La facilitacion de la induccion de t-LTP mediada por cocaina es causada por la
sefializacion de D1-cCAMP / PKA, que luego recluta patolégicamente a los canales de Ca*?
tipo L activados por voltaje, que se sinergizan con los receptores NMDA que contienen
GIuN2A (Ruany Yao, 2017). En el hipocampo, se ha observado que la DA puede convertir
lat-LTD en t-LTP, este efecto requiere a los receptores NMDA y estd mediado en parte a
través de la activacion de la cascada de cAMP / PKA. La aplicacion combinada SCH23390
y Sulpirida (50 uM) antagonistas de D1 y D2 respectivamente, impide la conversion de t-
LTD en t-LTP inducida por DA (Brzosko et al., 2015; Brzosko et al., 2017). Sin embargo,
esto no ha sido confirmado que la DA modifique la polaridad de la LTD en la capa II/111 de
mPFC.

Considerando los antecedentes previamente sefialados, es posible que la alteracion en
la neurotransmision GABAeérgica no afecte directamente la plasticidad excitatoria de las

PYN de la capa II/1l1 de mPFC, si no que sea producto de un efecto indirecto mediado por



DA. Resulta interesante evaluar en los animales tratados con Ket que presentan una
hipofuncion GABAGérgica y la conversion anomala de LTD a LTP, si es que el bloqueo de la
neuromodulacion dopaminérgica es capaz de restaurar o impedir el cambio en la polaridad
del t-LTD.

Finalmente, los efectos observados en este trabajo producto del tratamiento crénico
con Ket son a largo plazo, ya que el tratamiento es generado durante la adolescencia tardia y
los ensayos electrofisioldgicos son realizados en edad adulta, periodo en el cual la Ket ya fue
metabolizada, pero las alteraciones en los circuitos de la PFC por la exposicion cronica a Ket
aun estan presentes, por lo tanto, es poco probable un efecto directo de la Ket sobre el receptor

NMDA durante los protocolos de induccion de plasticidad por STDP.

Considerando que la coincidencia temporal entre los EPSPs y los PA gobiernan la
plasticidad inducida por STDP (Magee y Johnston, 1997; Markram et al., 1997),
posiblemente existen modificaciones adicionales en otros intervalos de asociacion temporal
que no fueron evaluados en este trabajo, por lo cual en futuros experimentos resulta
interesante evaluar distintos intervalos de asociacion para STDP (pre-post o post-pre) en los

animales tratados cronicamente con Ket durante la adolescencia tardia.



CONCLUSION

Durante esta investigacion, mostramos que la administracion cronica de ketamina durante
la adolescencia produce en mPFC en la adultez:

e Disminucion en el disparo de PA y aumenta la Rm de PYN.

e Disminucién en la eficacia sindptica GABAérgica.

e Aumento en la eficacia sinéptica glutamatérgica.

e Convierte lat-LTD en LTP en ratones adultos.

e Finalmente, el bloqueo de la neurotransmision GABAEérgica ionotropica durante la

adultez es insuficiente para convertir lat-LTD en LTP.

Concluimos que bajo nuestras condiciones experimentales el tratamiento con Ket
durante la adolescencia genera un amplio espectro de modificaciones a la transmision
sindptica tanto excitatoria como inhibitoria en la adultez. Sumado a los antecedentes
bibliogréficos discutidos, aun no podemos descartar una relacion causativa entre la
hipofuncién del sistema GABAérgico y la alteracion en la plasticidad sinaptica
excitatoria de las PYN de la capa I1/111 de mPFC. Finalmente, estos resultados ayudan a
la comprension de la plasticidad sinaptica mediada por STDP en mPFC y el papel del
sistema GABAZérgico en dicho proceso, sumado a aquello, aporta informacion sinaptica
relevante para comprender las alteraciones en la plasticidad sinéptica y parte de la

fisiopatologia de enfermedades que presentan alteraciones de la mPFC y sus circuitos.



PROYECCIONES

Obtenidos estos resultados, pensamos que es relevante continuar el estudio
respondiendo los siguientes objetivos:
e Evaluar la amplitud y frecuencia de las mEPSC junto con su multiplicidad.
e Determinar si un aumento en la eficacia GABAEérgica puede revertir y/o alterar la
LTP inducida por t-LTD en los animales tratados con Ket.
e Determinar si el sistema dopaminérgico participa en el cambio de la polaridad de la
plasticidad excitatoria a largo plazo en los ratones tratados con Ket.
e Determinar alteraciones en el nimero de interneuronas de mPFC en ratones adultos
tras la administracion crénica de Ket mediante técnicas de inmunohistoquimica.
e Evaluar el desempefio cognitivo de los ratones tratados con Ket en tareas

dependientes de mPFC.
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Anexo 1: La induccién de Potenciacion a largo plazo (LTP) por STDP no genera cambios en la eficacia
sindptica excitatoria. A- Grafico de los experimentos de t-LTP (-10) Ketamina (rojo) y Veh (gris). Cada punto
denota la amplitud promedio normalizada de las corrientes postsinapticas excitatorias (EPSC) por minuto. B.-
(izquierda) Distribucion promedio de amplitud normalizada de los EPSC en los experimentos t-LTP. (medio)
Distribucion promedio de los cambios en la PPR antes y después de la STDP (derecha) Distribucion promedio
la resistencia de acceso normalizada (Ra) durante la linea base y 35 minutos después al protocolo de STDP.

Intervalo (ms) PPR Ket (n=7) PPR Veh (n=7) pValue
30 0.71+0.13 0.36 £ 0.04 |[0.023 (*)
70 0.85 + 0.07 0.62 +0.06 |[0.037 (*)
100 1.02 £ 0.17 0.67 £ 0.04 0.06
300 0.93 + 0.08 0.71+0.03 |0.016 (*)

Anexo 2: Los animales tratados con Ketamina poseen una menor probabilidad de liberacién
GABAérgica. Tabla resumen con los valores obtenidos durante los protocolos de pulsos pareados entre los
grupos experimentales, se muestra un aumento de la facilitacion en los animales tratados con Ket, lo cual sefiala
una menor probabilidad de liberacion de GABA respecto al control. Se indica el intervalo entre el primer
estimulo (R1) y el segundo (R2), la PPR fue calculada mediante la division del segundo estimulo en el primero
(R2/R1). Resultados expresados como media + SEM. * P <0,05.




Intervalo (ms) PPR Ket (n=9) PPR Veh (n=8) pValue

30 0.94 £ 0.07 0.76 £ 0.09 0.150
70 0.92 + 0.08 0.89 + 0.06 0.743
100 0.92 + 0.06 0.92 +£0.08 0.738
300 0.90 + 0.05 0.86 + 0.03 0.441

Anexo 3: Los animales de los grupos Ketamina y Vehiculo poseen similar probabilidad de liberacion
glutamatérgica. Tabla resumen con los valores obtenidos durante los protocolos de pulsos pareados entre los
grupos experimentales. se observa una similar PPR, lo cual sefiala una similar probabilidad de liberacion de
glutamato. Se indica el intervalo entre el primer estimulo (R1) y el segundo (R2), la PPR fue calculada mediante
la division del segundo estimulo en el primero (R2/R1). Resultados expresados como media £ SEM. * P <0,05.

NMDA
Rise time Decay time
(CIT(=)I 9.51 + 1.29 ms [268.95 + 22.41 ms
AEN (=) 10.33 + 1.38 ms[283.00 + 54.18 ms
pValue 0.677 0.816

Anexo 4: Los receptores NMDA de las PYN de mPFC poseen similar cinética entre los grupos
experimentales. Tabla resumen con los valores obtenidos del analisis de la cinética del componente NMDA de
los EPSCs evocados. Tanto el rise time como el decay time de la respuesta NMDA es similar entre los grupos
experimentales. Resultados expresados como media + SEM.

EPSP
Rise time Decay time
6.24+0.67ms | 105.79 + 8.10 ms
6.91 £ 0.55ms [144.99 + 11.96 ms
0.45962 0.019 (**)

EPSC

Rise time

Decay time

324 £037ms | 25.56 £ 1.15ms

252+029ms | 35.72+2.13ms
0.183 0.001 (**)

Ket (n=06)
Veh (n=7)
pValue

Ket (n=9)
Veh (n=7)

pValue

Anexo 5: Los animales tratados con ketamina poseen un menor decay time de las eEPSP y eEPSC. Tabla
resumen con los valores obtenidos del anlisis de la cinética tanto de los EPSP (a) y EPSC (b) evocados previos
a la induccion de plasticidad por STDP. El decay time tanto los EPSP como de las EPSC es menor en los
animales tratados con Ket en comparacién al control. No se encontraron cambios en el rise time. Resultados
expresados como media £ SEM. P <0,05(*) p <0.01 (**).




